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1 UVOD 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) je ena izmed najstarejših kulturnih rastlin. 
Zgodovinski viri navajajo, da so jo uporabljali že v kameni dobi. Poleg tega je bila 
konoplja ena prvih rastlin iz katere so bila narejena prva zdravila. Konoplja je bila že zelo 
zgodaj prepoznana kot vsesplošno uporabna rastlina, saj so jo, zaradi močnih vlaken in 
hitre rasti, uporabljali za vse vrste blaga in vrvi, kar je bilo predvsem cenjeno v 
ladjedelništvu. Že Marija Terezija je na slovenskih tleh uveljavila zakon, s katerim je 
zahtevala, da vsak kmet na določenem delu svoje zemlje poseje konopljo. Podoben zakon 
je še v tridesetih letih dvajsetega stoletja veljal v Združenih državah Amerike (Robinson 
2000). Konoplja se uporablja za številne raznolike namene v tekstilni, papirni, živilski, 
kozmetični, farmacevtski, avtomobilski in gradbeni industriji. Zaradi tega se danes gojijo 
morfološko precej različni tipi botanično ene vrste navadne konoplje (Cannabis sativa L.), 
ki jih v grobem delimo na industrijsko konopljo (za proizvodnjo vlaken, biomase in semen) 
in medicinsko konopljo (za proizvodnjo cvetov bogatih s kanabinoidi). 
 
Vegetativno razmnoževanje rastlin, ki se nanaša na razmnoževanje genetsko identičnih 
posameznikov z vegetativnimi metodami regeneracije iz somatskih tkiv ali organov, je 
običajna praksa v vrtnarstvu in gozdarstvu, saj omogoča ohranjanje zaželenih znakov 
izbranih genotipov ali sort. Običajno se to doseže s potaknjenci in cepljenjem, vendar pa so 
za mnoge rastline, zlasti orhideje in drevesne vrste, te metode zelo počasne in manj 
uspešne. V zgodnjih šestdesetih letih, ko so odkrili totipotentnost rastlinskih celic in se je 
pričela uporaba regeneracije velikega števila rastlin iz majhnih somatskih delov, so se 
tkivne kulture izkazale kot potencialna alternativna tehnika klonskega razmnoževanja 
rastlin. In vitro klonsko razmnoževanje rastlin, ki se imenuje mikropropagacija, je postalo 
industrijska tehnologija in se v svetu široko uporablja za razmnoževanje orhidej in drugih 
okrasnih rastlin, sadnih vrst ter gozdnih dreves (Bhojwani in Dantu, 2013).  
 
Mikropropagacija je tehnika hitrega klonskega razmnoževanja rastlin v in vitro razmerah. 
Ta metoda vključuje vzgojo aseptične kulture majhnih delov tkiv in organov (izsečkov) v 
nadzorovanih razmerah. Tehnika ima kar nekaj prednosti pred konvencionalnim 
vegetativnim načinom razmnoževanja, saj omogoča hitro namnožitev velikega števila 
genetsko uniformnih rastlin brez prisotnosti površinskih patogenov. Uspeh 
mikropropagacije je odvisen od več dejavnikov, kot so sestava gojišča, okolje rasti in 
genotip. Vzpostavitev uspešnega protokola mikropropagacije bi lahko imela velik 
komercialni pomen za pridelavo izbranih linij konoplje (Wang in sod., 2009; Kumar in 
Reddy, 2011). V tem smislu predstavlja vzpostavitev aseptične kulture navadne konoplje 
težavo in velik izziv. S pravilnim načinom razkuževanja rastlinskega materiala lahko 
močno vplivamo na uspeh mikropropagacije. Cilj tretiranja je sterilizirati rastlinski 
material na način, da se odstrani neželene mikroorganizme s površine semen ali drugega 
izhodiščnega materiala s povzročanjem minimalne škode na rastlinskem materialu.      
 
Glavne prednosti mikropropagacije, v primerjavi s konvencionalnimi tehnikami 
vegetativnega razmnoževanja, so: (a) v relativno kratkem času in majhnem prostoru 
pridobimo iz matične rastline veliko število potomcev, (b) majhni deli tkiva omogočajo 
začetek aseptične kulture, (c) stopnja razmnoževanja v in vitro razmerah je hitrejša kot v in 
vivo razmerah, saj optimalno reguliramo rastne razmere, temperaturo in fotoperiodo, (d) 
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uporabna za genotipe, ki jih v in vivo razmerah ne moremo razmnožiti, (e) ni omejena na 
vegetacijsko dobo, (f) vzgoja brez virusnih rastlin omeji nevarnost karantenskih bolezni, 
(g) rastline so razmeroma neokužene z mikroorganizmi, (h) in vitro proizvodnja je lahko 
lažje nadzorovana s shranjevanjem kultur pri nižjih temperaturah v času upada tržnega 
povpraševanja in (i) mikropropagirane rastline lahko pridobijo nove zaželene lastnosti 
(Bhojwani in Dantu, 2013).  
1.1 CILJI RAZISKOVALNEGA DELA 
Cilji raziskovalnega dela so bili: 
1. Preučiti najboljši način sterilizacije semen navadne konoplje in vzpostaviti in vitro 
kulturo poganjkov. 
2. Vzpostaviti aseptično in vitro kulturo poganjkov iz nodijev rastlin gojenih v 
rastlinjaku. 
3. Določiti optimalno gojišče za adventivno regeneracijo iz različnih rastlinskih 
izsečkov (kotiledonov in hipokotilov). 
4. Vzpostaviti metodo mikropropagacije navadne konoplje. 
5. Preizkusiti uporabnost ISSR markerjev za ugotavljanje pojava somaklonske 
variabilnosti. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Pred pričetkom izvedbe dela smo postavili hipotezi: 
- da bo odzivnost na adventivno regeneracijo odvisna od tipa uporabljenega izsečka 
in od sestave gojišča za adventivno regeneracijo ;  
- da bo za mikropropagacijo najbolj primerno gojišče z dodanim citokininom 
thidiazuronom (TDZ), za fazo koreninjenja pa bo najbolj primerno gojišče z 
dodanim citokininom meta-topolinom.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NAVADNA KONOPLJA (Cannabis sativa L.) 
2.1.1 Botanična vrsta 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) je rastlina, ki izvira iz severozahodne Himalaje, od 
Aralskega jezera do Kaspijskega morja (Kocjan Ačko, 2015). Spada v družino 
Cannabaceae (konopljevke), kamor uvrščamo tudi hmelj (Humulus lupulus L.). Navadna 
konoplja je enoletna in dvodomna rastlina. Na moški rastlini se oblikuje latasto socvetje, 
na ženski rastlini pa klasasto socvetje. Je tujeprašnica. Raznolikost konoplje je omogočila 
izbor sort glede na želeni ciljni pridelek (Bouloc, 2013).  
 
Navadno konopljo se po svetu goji za prehrano (socvetja, semena in olje), za pridobivanje 
vlaken in celuloze ter za proizvodnjo biomase ali metabolitov, ki jih vsebujejo posamezni 
rastlinski deli (Ranalli, 2004). Konopljina vlakna so eden izmed najstarejših neživilskih 
pridelkov na svetu in so v primerjavi s številnimi drugimi pridelki zelo visoko cenjena. 
Veliko povpraševanje po izdelkih iz konoplje je predvsem zaradi trpežnosti vlaken, kar jim 
daje prednost pred ostalimi podobnimi izdelki. Zaradi nizke zahtevnosti konoplje po 
hranilih, je le ta primerna za pridelavo v različnih pridelovalnih sistemih in je kot taka 
primerna za uporabo v ekološkem kmetijstvu (Case, 2005). Rastlino se lahko uporablja za 
industrijske namene (vlakna in celuloza za npr. papir). Ker je enoletnica, omogoča lažje 
ekonomsko načrtovanje posevka, primerna je za vključevanje v kolobar in ima tudi 
potencial za fitoremediacijo tal, ki so onesnažena s težkimi kovinami (Ranalli, 2004). 
Navadno konopljo se uporablja tudi v kozmetični industriji, funkcionalni hrani in kot bio 
gorivo (Salentijn in sod., 2015).  
 
V botanično vrsto navadna konoplja (Cannabis sativa L.) spada tudi tako imenovana 
medicinska konoplja z visoko vsebnostjo kanabinoidov, ki ima velik potencial pri uporabi 
za zdravljenje, vendar je njeno gojenje močno omejeno in strogo nadzorovano. Andre in 
sod. (2016) so naredili pregled objav o konoplji in uporabi biotehnoloških metod za 
izboljšanje njenih lastnosti. Kanabinoidi se akumulirajo v sekretornih predelih žleznih 
trihomov, ki se nahajajo predvsem na ženskih cvetovih. V nizkih koncentracijah pa so jih 
detektirali tudi v preostalih delih rastline, kot so korenine (Stout in sod., 2012), cvetni prah 
(Ross in sod., 2005) in semena (Ross in sod., 2000).  
2.1.2 Kemotipi 
Ker sta si lahko industrijska konoplja in medicinska konoplja morfološko zelo podobni 
rastlini, ju med seboj ločujemo po vsebnosti THC (tetra hidro kanabinol). Sorte z visoko 
vsebnostjo THC imenujemo medicinska konoplja, sorte z nizko vsebnost THC pa 
industrijska konoplja (Small in Narraine, 2016). Meja za ločitev je postavljena pri 0,2 % 
(Evropska unija) ali 0,3 % (npr. ZDA, Kanada), kjer se odstotek nanaša na delež THC v 
suhi snovi socvetja ženske rastline (Small, 2015; Sarmento in sod., 2015). Po navedbah 
nekaterih avtorjev lahko konopljo glede na relativni delež vsebnosti THC in CBD 
(kanabidol) oz. njuno razmerje v rastlini razdelimo na tri kemotipe: 
I prevladujoči kanabinoid je THC - t.i. medicinska konoplja, 
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II prevladujoča kanabinoida sta THC in CBD, njuno razmerje je okoli 1:1 - vmesni tip in  
III prevladujoči kanabinoid je CBD, vsebnost THC je pod zakonsko določeno mejo (npr. v 
Sloveniji 0,2 %) - t.i. industrijska konoplja, ki se uporablja za pridelavo vlaken in semen 
(Fike, 2016; Piluzza in sod., 2013).  
 
Kasneje so Aizpurua-Olaizola in sod. (2016) navadno konopljo razdelili v pet različnih 
kemotipov, ki se razlikujejo glede na vsebnost glavnih kanabinoidov CBD in THC. V 
kemotip I uvrščamo medicinsko konopljo. Sem spadajo rastline z visoko koncentracijo 
THC in nizko koncentracijo CBD (razmerje THC/CBD > 1,0). Kemotip II so rastline 
konoplje, ki imajo vmesno stopnjo vsebnosti kanabinoidov (razmerje THC/CBD je od 0,5 
do 2,0). Kemotip III predstavljajo rastline z nizko vsebnostjo THC in visoko vsebnostjo 
CBD (razmerje THC/CBD < 1,0). V slednji kemotip uvrščamo industrijsko konopljo. 
Kemotip IV predstavljajo rastline industrijske konoplje, ki imajo glavni kanabinoid CBG 
(kanabigerol). Med kemotip V pa spadajo rastline konoplje, ki skoraj ne vsebujejo 
kanabinoidov. Genske analize so pokazale, da je kemotip odvisen od prisotnosti dveh 
kodominantnih alelov BT  in BD na lokusu B, ki s pomočjo encimov določa razmerje in 
same vsebnosti THC in CBD v posamezni rastlini (de Maijer in sod., 2009).  
 
Industrijska konoplja je bila ena prvih rastlin, ki so se pridelovale za proizvodnjo naravnih 
vlaken. Ta vrsta kaže precejšnjo morfološko in fiziološko raznolikost glede na okolje, v 
katerem raste. Geografski tipi se lahko razlikujejo glede na višino rastline ali čas cvetenja, 
poleg tega se razlike kažejo tudi v višini pridelka vlaken in/ali semen ter koncentraciji 
THC. Danes je mogoče navadno konopljo pridelovati v različnih klimatskih razmerah, 
vseeno pa je njena pridelava najbolj razširjena v Evropi in Aziji. Glavni namen 
proizvodnje je pridelava za semena in vlakna (Bouloc, 2013).  
 
V rastlini konoplje najdemo preko sto različnih kanabinoidov, najbolj raziskana pa sta Δ9-
THC in CBD, ki sta poznana po svojih zdravilnih učinkih (Aizpurua-Olaizola in sod., 
2016; Farag in Kayser, 2015). V manjših količinah lahko zasledimo tudi psihoaktivno 
izomero Δ8-THC, ki pa ima v primerjavi z Δ9-THC manjši terapevtski potencial v medicini 
(Russo, 2011).  
 
Vsebnost THC v medicinski konoplji naj bi se skozi leta postopno povečevala iz 3 % na  
20 %, medtem ko se je vsebnost CBD s časom nižala (Andre in sod., 2016).  
2.1.3 Poimenovanje 
Navadna konoplja naj bi, po navedbah različnih avtorjev, pripadala eni botanični vrsti, ki 
ima veliko podvrst. Nekateri raziskovalci pa menijo, da ločimo dve oziroma tri botanične 
vrste konoplje. Small in Cronquist (1976) sta postavila hipotezo o navadni konoplji kot le 
eni botanični vrsti (Cannabis sativa L.), ki naj bi obsegala dve podvrsti in štiri tipe. 
Podvrsti naj bi se razločevali glede na vsebnost Δ9-THC, tipi pa glede na to ali so 
udomačeni ali divji tip. Tako sta ločila podvrsto C. sativa ssp. sativa, ki ima majhno 
opojno moč, in C. sativa ssp. indica, ki ima veliko opojno moč, obe pa imata po dva tipa. 
Po taki razdelitvi je šibko opojna konoplja udomačenega tipa C. sativa ssp. sativa var. 
sativa, šibko opojna konoplja divjega tipa pa C. sativa ssp. sativa var. spontanea, močno 
opojna udomačenega tipa C. sativa ssp. indica var. indica in močno opojna divjega tipa C. 
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sativa ssp. indica var. kafiristanica. Velika raznolikost botanične vrste C. sativa je 
najverjetneje posledica dolgoletne selekcije, žlahtnjenja glede na želene agronomske 
lastnosti, izbire rastnega okolja in izmenjave genetskega materiala med različnimi 
podvrstami.  
 
Vrednost THC se med posameznimi rastlinami razlikuje, kar je odvisno od razvojne faze 
rastlin in agrotehničnih ukrepov (Fike, 2016). Za samo določanje in razlikovanje med 
industrijsko in medicinsko konopljo, pa bi bilo bolj natančen način merjenje razmerja med 
CBD in THC v rastlini, saj slednje razmerje ostaja konstantno tekom vseh razvojnih faz 
(Staginnus in sod., 2014).  
 
Medicinska konoplja je bila že stoletja poznana zaradi ugodnih terapevtskih učinkovin. 
Zdravilne učinkovine se pridobivajo iz socvetij ženskih rastlin. V preteklosti so jih 
uporabljali za zdravljenje nespečnosti, vnetij, raznih psihoz, prebavnih motenj, depresij, 
revmatizma, migren, motenj apetita, za lajšanje bolečin in mišičnih krčev ter pri 
preprečevanju epileptičnih napadov. Kot droga pa je najbolj poznana zaradi prisotnosti 
psihoaktivne sestavine Δ9-THC, zaradi katere se ljudje počutijo razbremenjene in 
sproščene (Case, 2005).  
2.1.4 Pridelava industrijske konoplje 
Kot industrijsko konopljo se smatra rastlino, v kateri po slovenski zakonodaji vsebnost 
tetrahidrokanabinola (THC) v socvetju ženske rastline ne presega 0,2 %, kar je v skladu s 
kmetijsko politiko Evropske unije. Prideluje se lahko na prostem na minimalni površini 10 
arov, kar ureja Pravilnik o pogojih za pridobitev dovoljenja za gojenje konoplje in maka 
(1999). Leta 2016 se je v Evropi pridelalo 82.402 ton semen konoplje na skupni površini 
18.251 ha. V svetu pa je bilo leta 2016 pridelano 93.949 ton semen konoplje na skupni 
površini 24.429 ha. Pridelava konoplje po površini se v zadnjih letih postopno povečuje, 
tako v svetu, kot na območju Evrope (FAO …, 2018).  
 
Leta 2017 je bilo v Sloveniji s sortami Fedora 17, USO 31, KC Dora, Finola, Futura 75 in 
Tiborszallasi posejanih 260 ha njiv, kar predstavlja 88 % vseh njiv s konopljo. Ostale sorte 
so bile posejane na površini manjši od 20 ha (Čeh in sod., 2017).  
2.1.5 Pridelava medicinske konoplje 
Področje prepovedanih drog v Republiki Slovenija urejajo tri konvencije Organizacije 
združenih narodov in drugi mednarodni pravni akti ter usmeritve Evropske unije. Na 
konsenzu temelječi sistem politike in zakonodaje za področje drog v sodobnem 
terminološkem pomenu, se je začel oblikovati in uveljavljati že pred več kot sto leti. Danes 
je to eden izmed najstarejših multilateralnih, na konsenzu temelječih, sistemov 
(Pietschmann, 2007, cit. po Hren, 2018). Na prvi mednarodni konferenci, ki je bila leta 
1909 v Šanghaju, so se države podpisnice zavezale (World Drug Report, 1997, cit. po 
Hren, 2018), da bodo proizvodnjo, trgovino in uporabo drog omejile zgolj na medicinsko 
področje, da bodo okrepile medsebojno sodelovanje s ciljem omejevanja zlorabe različnih 
drog, da bodo onemogočile trgovanje z opijem, da bodo posedovanje drog začele kaznovati 
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in da bodo preprečile prodajo drog nepooblaščenim osebam. Leta 1946 so ustanovili 
Organizacijo združenih narodov (OZN), ki je postala centralno telo tudi za področje drog 
(Hren, 2018).  
 
Konvencija Organizacije združenih narodov posameznim državam pušča malo 
manevrskega prostora pri oblikovanju nacionalne politike. Konoplja in THC po 
mednarodnih konvencijah spadata med prepovedane droge (Hren, 2018), v nekaterih 
državah (Nizozemska, Španija, Češka, Portugalska, Slovenija) pa so z interpretacijami 
konvencij razvili svojo zakonodajo in politiko tako, da uporabnikov konoplje kazensko ne 
preganjajo. Ena izmed liberalnejših držav je tudi Slovenija (Hren, 2018), ki je že leta 1999 
sprejela Zakon o proizvodnji in prometu s prepovedanimi drogami (1999, v nadaljevanju 
ZPPPD), s katerim je dekriminalizirala uporabo drog. Poleg tega je vrhovno državno 
tožilstvo leta 2015 določilo zgornje količinske meje posedovanja drog, vključno s 
konopljo, ki se smatra za lastno uporabo in ki zato ni obravnavana kot kriminalno dejanje. 
V primeru posedovanja droge za lastno uporabo so, skladno s 33. členom ZPPPD , 
predvidene globe oziroma vključitev v program zdravstvene ali socialne obravnave (Hren, 
2018).  
 
Vlada Republike Slovenije je v preteklih letih sprejela dve večji zakonski spremembi 
povezani s konopljo:  
- Leta 2014 je z Uredbo o razvrstitvi prepovedanih drog (2014) tetrahidrokanabinol 
(THC) razvrstila v skupino II prepovedanih drog in na ta način omogočila njegovo 
uporabo v medicini. V skupini I prepovedanih drog so ostale rastlina, smola, 
ekstrakti in tinkture iz konoplje. 
- Leta 2017 je z Uredbo o spremembah in dopolnitvah Uredbe o razvrstitvi 
prepovedanih drog (2017) rastlino, smolo in ekstrakte iz konoplje prestavila v 
skupino II prepovedanih drog. S tem je omogočila uporabo cvetnih ali plodnih 
vršičkov konoplje (Cannabis sativa L.) v medicini. 
Uporaba konoplje v medicinske namene je dovoljena v zdravilih v skladu z Zakonom o 
zdravilih (2014) in Zakonom o lekarniški dejavnosti (2016) ter skladno s predpisi, 
priporočili ter smernicami, ki urejajo njeno predpisovanje.  
 
Pridelava oz. gojenje tako imenovane medicinske konoplje (to je konoplje, ki vsebuje več 
kot 0,2 % THC) v Sloveniji ni dovoljena. Zato bi bilo za gojenje konoplje v medicinske 
namene potrebno spremeniti ZPPPD v skladu z določili Konvencije OZN o narkotičnih 
drogah (Hren, 2018). 
 
Na podlagi sedaj veljavnega 7. člena ZPPPD se prepovedane droge iz skupine II (kamor je 
od leta 2017 uvrščena tudi rastlina konoplje) lahko proizvajajo, dajejo v promet in imajo v 
posesti le za medicinske, veterinarske, učne in znanstveno-raziskovalne namene in še to le 
z dovoljenjem Ministrstva za zdravje, ki ga izda na podlagi ocene letnih potreb. 
2.2 TKIVNE KULTURE RASTLIN 
Tkivne kulture rastlin se že več kot pol stoletja uporabljajo pri metodah fiziologije in 
biokemije, katerih cilj je razširitev znanja celične biologije (Constabel in Shyluk, 1994). Z 
izrazom rastlinska tkivna kultura opisujemo način gojenja posameznih celic, tkiv, organov 
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ali rastlin na sterilnih oziroma aseptičnih gojiščih pod posebnimi laboratorijskimi pogoji 
(Ravnikar, 1996). Tehnike rastlinskih tkivnih kultur so dopolnilo klasičnim 
konvencionalnim metodam žlahtnjenja rastlin in se uporabljajo pri večini rastlinskih vrst v 
kmetijstvu in gozdarstvu (Nassar, 2009). 
 
Tkivne kulture in regeneracija rastlin sta pomembnejši komponenti rastlinske 
biotehnologije in bistvenega pomena pri genski manipulaciji rastlin. Za uspešno aplikacijo 
tkivnih kultur rastlin in za genski inženiring z namenom izboljšave pridelkov je predpogoj 
zagotoviti visoko frekvenco in vitro regeneriranih rastlin (Jasmin in sod., 2003).  
 
Tkivne kulture rastlin omogoča totipotentnost rastlinskih celic, saj imajo celice veliko 
zmožnost spreminjanja in prilagajanja v smislu rasti in razvoja. Poleg tega pri 
diferenciaciji tkiv večinoma ne pride do genetskih sprememb in ravno ta lastnost se 
izkorišča pri razvoju regeneriranih rastlin (Tyagi in Yadav, 2006).  
2.2.1 Tipi rastlinskih tkivnih kultur 
Ločimo več tipov rastlinskih tkivnih kultur. Kulturo oziroma del rastline, ki ga inokuliramo 
na gojišče, imenujemo izseček oziroma eksplantant. Glede na izvor izsečka lahko 
poimenujemo tkivno kulturo. Poznamo sledeče tipe rastlinskih tkivnih kultur (Ravnikar in 
Žel, 1992): 
- cele rastline, kjer lahko gojimo cele rastline, ki zrastejo iz semena ali embrijev;  
- embrije, kjer se izolirani embriji uporabljajo kot metoda skrajšanja dormance, 
uporabno tudi za reševanje embrijev križancev (ang. embryo rescue);  
- izolirane organe, kjer se uporabi del meristema (rastnega vršička), lista, stebla, 
korenine, dele cvetov, prašnice, ovarije, plodove. Kulture prašnic in ovarijev se 
predvsem uporablja za pridobivanje haploidov; 
- izolirano tkivo; 
- kulturo kalusa, ki je edini tip rastlinskih tkivnih kultur, ki je sestavljen iz 
neorganiziranih hitro delečih se celic; 
- kulturo celic; 
- kulturo protoplastov.  
2.2.2 Somaklonska variabilnost 
Somaklonska variabilnost pomeni naravno raznolikost oz. variabilnost med nespolnimi 
celicami, ki se pojavlja med postopki tkivnih kultur. V in vitro kulturi lahko z regeneracijo 
različnih somaklonov vzgojimo rastline z agronomsko pomembnimi raznolikostmi, kot so 
velikost rastlin, količina semen, sprememba barve, morfologija listov in cvetov, toleranca 
in odpornost na bolezni. Zaradi velikega števila celic, lahko iz kulture izberemo le tiste z 
želenimi lastnostmi. Variabilnost pa lahko pridobimo tudi z uporabo kemikalij ali sevanja, 
ki izzovejo pojav mutacij. Pri tem postopku ne moremo natanko izbrati želene mutacije, 
lahko pa se vzpostavi optimalne selekcijske razmere, s katerimi zagotovimo večjo 
verjetnost izzvane želene mutacije. Tako se bodo, na primer, na slanem gojišču lažje 
regenerirali mutanti z geni za zvišano odpornost proti soli. Uspešen primer somaklonske 
variabilnosti je bila vzgoja rastlin tobakovca, ki so bile rezistentne na herbicide in  se jih 
množično uporablja v tobačnih nasadih (Daub in Jenns, 1989). Somaklonska variabilnost 
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je iz tega vidika zaželena, saj se na tak način prihrani dolgoletne klasične selekcijske 
postopke žlahtnjenja rastlin (Ravnikar in Žel, 1992).  
2.2.3 Uporaba tkivnih kultur rastlin 
Glavni načini uporabe rastlinskih tkivnih kultur so (Ravnikar, 1996; Tyagi in Yadav, 2006; 
Loyola-Vargas in sod., 2008):  
- hitro razmnoževanje rastlinskega materiala z mikropropagacijo; 
- reševanje embrijev težavnih križanj; 
- pridobivanje haploidnih in podvojeno haploidnih rastlin;  
- pridobivanje rastlin z novimi lastnostmi (npr. različne barve cvetov);  
- pridobivanje transgenih rastlin (odpornost na insekticide, sušo, patogene in drugo); 
- uporaba v temeljnih bioloških študijah (študije fizioloških, biokemijskih in 
molekularnih procesov v celici, kot so celična delitev, vloga genov); 
- uporaba v biokemiji (proizvodnja naravnih rastlinskih metabolitov za farmacevtsko in 
kozmetično industrijo); 
- fuzija protoplastov (nastanek somatskih križancev);  
- shranjevanje dednine v okviru genskih bank. 
 
Objavljenih je le nekaj raziskav o tkivnih kulturah navadne konoplje. Večina teh študij je 
bila namenjena razvoju sistemov celičnih kultur za proizvodnjo sekundarnih metabolitov, 
zlasti kanabinoida THC in drugih, ki so značilni za rod Cannabis (Turner in sod., 1980).  
 
Feeney in Punja (2003) sta v študiji uporabila tkivne kulture konoplje z namenom raziskati 
razmnoževanje konoplje v tkivni kulturi ter vzpostavitve protokola za transformacijo vnosa 
tujih genov s pomočjo bakterije Agrobacterium.  
2.2.4 Mikropropagacija 
Mikropropagacija je temeljna tehnika tkivnih kultur. Je osnovna metoda številnih 
preostalih tehnik, katerih cilj je ohranjanje in razmnoževanje rastlin. Poznamo dve glavni 
poti regeneracije, in sicer po poti apikalnih ali stranskih vršičkov oziroma meristemov in 
po poti adventivnih tkiv ali meristemov, ki običajno po naravni poti ne nastanejo. 
Nastanejo lahko neposredno iz inokuliranega tkiva ali pa se razvijejo po vmesni fazi kalusa 
(Bohanec, 1992).  
 
Wang in sod. (2009) so izvedli študijo, v kateri so želeli odkriti optimalno sestavo 
hormonov za tvorbo poganjkov in uspešno koreninjenje le teh pri konoplji. Uporabili so 
različne vrste citokininov (BAP, TDZ, KT) za indukcijo stranskih poganjkov, saj citokinini 
stimulirajo nastanek poganjkov in podaljševanje stebla. Nato so spremljali učinek različnih 
koncentracij hormonov BAP in TDZ pri oblikovanju stranskih poganjkov inokuliranih 
nodijev. Ugotovili so, da je izmed treh testiranih citokininov TDZ (v koncentraciji 0,2 
mg/l) zagotovil najboljšo indukcijo stranskih poganjkov. Povprečno število poganjkov na 
nodij je znašalo 3,22 poganjka. Vrsta citokinina je vplivala tudi na morfologijo 
regenerantov. Rastlinice, vzgojene na gojišču z dodanim hormonom TDZ, so bile 
kompaktnejše in z večjim vigorjem.  
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Vplivi okoljskih dejavnikov in dejavnikov v gojišču na koreninjenje in vitro nastalih 
poganjkov so bili ocenjeni z odstotkom koreninjenja, dolžino korenin in številom korenin 
na rastlino. Kombinacija in koncentracija preizkušenih avksinov (IBA, NAA, IAA) je 
močno vplivala na nastanek korenin. Najboljše koreninjenje in izdolžitev le teh se je 
pojavila na gojišču z dodano 0,1 mg/l indol-3-masleno kislino (IBA) in 0,05 mg/l 1-
naftalen ocetne kisline (NAA). Število induciranih korenin je bilo največje pri rastlinah 
gojenih na osnovnem Murashige in Skoog (MS) gojišču (2,45 korenin / rastlino), sledilo 
jim je ½ MS gojišče (2,05 korenin / rastlino), B5 gojišče (Gamborg) z 0,85 korenin / 
rastlino in Nitsch in Nitsh (NN) gojišče na katerem so opazili 0,60 korenin / rastlino. 
Najboljše in vitro vzgojene rastline so presadili v substrat po dvostopenjskem postopku. 
Najprej so jih imeli tri do štiri tedne v prostoru s kontroliranimi razmerami, nato so jih 
prestavili za dva tedna v senco, kar je omogočilo uspešno aklimatizacijo 95 % rastlin, od 
katerega jih je kar 99 % preživelo tri mesece po prenosu na polje (Wang in sod., 2009).   
 
Lata in sod. (2016) so opravili študijo, katere namen je bilo izboljšanje obstoječega 
protokola za in vitro razmnoževanje navadne konoplje. Njihove predhodne študije so 
pokazale, da je za indukcijo poganjkov potrebno uporabiti MS gojišče z dodanim 0,11 mg/l 
TDZ, za koreninjenje pa MS gojišče z dodanim 0,51 mg/l IBA (Lata in sod. 2009a, 2010). 
V zadnji študiji (Lata in sod. 2016) pa so uporabili citokinin meta-topolin. Največje 
povprečno število poganjkov je nastalo na MS gojišču z 0,48 mg/l meta-topolinom (13,44 
± 1,38) in z najdaljšo povprečno dolžino poganjkov 11,44 ± 0,80 cm. Vsi izsečki (100 %), 
ki so bili in vitro inokulirani na gojišče z 0,48 mg/l meta-topolinom, so oblikovali 
poganjke. Pri uporabi citokinina TDZ pa so dosegli največje povprečno število poganjkov 
(11,89 ± 0,93) na MS gojišču z dodanim 0,11 mg/l TDZ, s povprečno dolžino 7,35 ± 0,58 
cm. V primerjavi s TDZ, so na gojišču z dodanim meta-topolinom dobili večje število in 
daljše poganjke. Rastline so na danem gojišču intenzivno rastle in po treh do štirih tednih 
začele oblikovati korenine, po šestih tednih so jih tvorile že vse rastline. Uspešnost 
koreninjenja je bila odvisna od koncentracije meta-topolina v gojišču. Izkazalo se je, da je 
bilo najboljše MS gojišče z dodatkom 0,48 mg/l meta-topolina. Regenerirani poganjki so  v 
povprečju razvili 14 korenin na poganjek v štirih tednih po prestavitvi na MS z 0,48 mg/l 
meta-topolinom. Korenine razvite na danem gojišču so bile debele, robustne in močno 
razvejane. V poskusu so tudi ugotovili, da so koncentracije meta-topolina višje od 0,97 
mg/l zavirale rast in razvoj korenin.  
2.2.5 Adventivna regeneracija 
Tehnike genskega inženiringa zahtevajo visoko stopnjo adventivne regeneracije rastlin, 
zato je zelo pomembno preizkusiti sposobnost regeneracije tkiv iz različnih rastlinskih tkiv 
in organov. Regeneracija iz rastlinskih tkiv in vitro je v veliki meri odvisna od samega tipa 
izsečka, starosti in stanja izsečka ter fizikalnih razmer mikrookolja. Poznanih je več 
dejavnikov, ki jih je potrebno zagotoviti za uspešen potek regeneracije tkiva (Popescu in 
sod., 2010). Pomembno vlogo ima tudi predhodno gojenje donorskih rastlin, ki lahko 
pomembno vpliva na uspeh regeneracije. Za čim boljšo regeneracijo je med samim 
procesom potrebno uravnavati in optimizirati okoljske parametre, kot sta temperatura in 
svetloba ter sestavo gojišča (Mingozzi in sod., 2009).  
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Kljub ugotovitvam, da se fiziološke in biokemijske spremembe pojavljajo že v matičnih 
rastlinah s predhodnim tretiranjem pri nizkih temperaturah (Mingozzi in sod., 2009), ni 
veliko podatkov o povezavi s samo uspešnostjo regeneracije kulture. Obstajajo študije, kjer 
so dokazali, da so v proces regeneracije vključeni endogeni ogljikovi hidrati (Thorpe in 
sod., 1986; Mangat in sod., 1990; Fortes in Pais, 2000; Li in Leung, 2000). Zaradi 
povečane topnosti sladkorja v začetni fazi regeneracije, se zelo zgodaj začnejo oblikovati 
zametki korenin (Kromer in Gamian, 2000; Li in Leung, 2000), kar je povezano s hitrim 
deljenjem celic.  
 
Genetsko enake rastline lahko pridobimo z in vitro regeneracijo iz rastlinskih somatskih 
tkiv. Različni rastlinski izsečki se lahko regenerirajo v različna tkiva. Na primer, stranski 
poganjki in nodiji se vedno uporabljajo za mikropropagacijo. Do sedaj je bilo izvedenih 
nekaj raziskav na navadni konoplji, kjer je uspešno potekla aksilarna regeneracija iz 
nodijev (Lata in sod., 2009a; Feeney in Punja. 2003) ali stranskih poganjkov (Wang in 
sod., 2009). Pri ostalih rastlinah pa so liste, kotiledone in hipokotile proučevali glede 
sposobnosti izzvane adventivne regeneracije. Na primer kotiledoni so se izkazali za 
najboljši tip izsečka za genetsko transformacijo čilija (Kothari in sod., 2010). Pri konoplji 
so poročali o adventivni regeneraciji iz kalusa. Ugotovljeno je bilo, da je količina kalusa 
odvisna od vrste izsečka in starosti izvornega rastlinskega materiala. V študiji so uporabili 
izsečke kotiledonov, stebel in korenin treh različnih sort konoplje. Rezultati so pokazali, da 
obstaja interakcija med testiranimi izsečki in samo sorto konoplje ter da oboje pomembno 
vpliva na sam uspeh regeneracije rastlin (Chaohua in sod., 2016).  
 
Chaohua in sod. (2016) so v raziskavi uporabili kotiledone navadne konoplje, saj so zelo 
učinkoviti za pridobitev številnih izsečkov brez časovne oziroma vegetacijske omejitve 
rastlin. Izsečki kotiledonov so bili razrezani na majhne koščke in nato inokulirani na MS 
gojišče z dodanimi citokinini 6-benzylaminopurin (BAP), zeatin (ZT) ali tidiazuron (TDZ) 
posamezno ali v kombinaciji z NAA, da bi spodbudili adventivno regeneracijo. Na gojišču 
z dodanim BAP in ZT so se kotiledoni regenerirail v klorotičen kalus, ki ga niso uspeli 
inducirati do tvorbe korenin. Ko pa so bili kotiledoni inokulirani na gojišče s TDZ in z ali 
brez dodanega NAA, se je v 5 do7 dneh regeneriral zdrav, zelen kalus, ki je nato razvil tudi 
korenine. Slednji rezultati so pokazali, da je citokinin TDZ učinkovitejši od BAP ali 
zeatina.  
2.3 MOLEKULSKI MARKERJI 
Molekulski marker ali molekulski označevalec je lahko katerokoli zaporedje DNA, ki ga 
odkrijemo in spremljamo njegovo dedovanje. Pomembna lastnost molekulskih markerjev 
je informativnost in povezanost s (npr. agronomsko) pomembnimi lastnostmi (Karp in 
sod., 1997). Poleg tega ima veliko vlogo pri uporabi markerjev sama cena razvoja 
markerskega sistema in zahtevnost tehnike. Markerje ločimo glede na zahteve po 
predhodni informaciji o nukleotidnem zaporedju specifične regije v genomu ali celotnega 
genoma, po načinu dedovanja, načinu interakcije (dominantni ali kodominantni) in metodi 
analize (hibridizacija, PCR, določanje nukleotidnega zaporedja po Sangerju ali s 
sekvenciranjem naslednje generacije) (Hayward in sod., 2015).  
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Poznamo več vrst molekulskih markerjev (Spooner in sod., 2005): 
- RFLP (angl. Restriction fragment length polymorphism) je bil prvi razviti markerski 
sistem, ki je omogočil odkrivanje polimorfizma na nivoju DNA; 
- RAPD (angl. Random amplification of polymorpic DNA); 
- AFLP (angl. Amplified fragment length polymorphism); 
- SSR (angl. Simple sequence repeat);  
- SNP (angl. Singel nucleotide polymorphism). 
 
Molekulski markerji se uporabljajo za identifikacijo, določanje genetske raznolikosti ali 
sorodnosti, ugotavljanje klonske variabilnosti, preverjanje uniformnosti, za določanje 
genetske strukture populacije, analize rodovnikov, filogenetske analize in gensko kartiranje 
QTL-ov ali izdelavo vezanih kart (Henry, 2001).  
2.3.1 ISSR markerji 
Medmikrosatelitne regije ali ISSR (angl. inter-simple sequence repeat) so regije v genomu, 
ki se nahajajo med mikrosatelitnimi sekvencami. ISSR markerji se uvrščajo v skupino 
dominantnih genetskih markerjev in pomnožujejo DNA na več lokusih hkrati. Za 
pomnoževanje ISSR regij se uporabljajo univerzalni začetni oligonukleotidi, zato ni 
potrebno predhodno poznati zaporedja DNA ciljnih regij. ISSR se uporabljajo za analizo 
genetske variabilnosti različnih organizmov (Ng in Tan, 2015). ISSR markerji so enostavni 
za uporabo, poceni in metodološko manj zahtevni kot ostali markerji in so primerni tudi za 
vrste, za katere genetske sekvence niso poznane.  
 
Somaklonska variabilnost je pogosta težava rastlin, pridobljenih z mikropropagacijo, zlasti 
pri tistih, ki se jih pridobi z indirektno organogenezo. V ta namen se uporabljajo različne 
molekularne tehnike, s katerimi se potrjuje genetsko variabilnost med matičnimi rastlinami 
in kloni, pridobljenimi z in vitro metodami. ISSR markerji so preprosti in zelo polimorfni 
markerji, zato se jih uporablja za ugotavljanje genetske sorodnosti ali različnosti 
mikropropagiranih rastlin. V študiji Lata in sod. (2016) na konoplji je bilo uporabljenih 
osem ISSR markerjev, ki so jih analizirali na matičnih rastlinah in nato na naključno 
izbranih rastlinah pridobljenih s tehnikami tkivne kulture. Rezultati genetske analize 
mikropropagiranih rastlin so pokazali, da ni bilo ugotovljenega ISSR polimorfizma. 
Podobno je bilo za konopljo ugotovljeno tudi v drugih študijah (Lata in sod., 2009a,b; 
2010). Z ISSR markerji so genetsko stabilnost med mikropropagacijo pokazali tudi pri 
Balanites aegyptiaca (Varshney in Anis, 2013), Moringa peregrine (Khateeb in sod., 
2013), Psidium guajava (Rai in sod., 2012), Dendrocalamus strictus (Goyal in sod., 2015), 
Alhagi mauro-rum (Agarwal in sod., 2014), Ceropegia evansii (Chavan in sod., 2015) in 
Salvadora oleoides (Phulwaria in sod., 2015).  
 
Lata in sod. (2011) so opravili študijo uporabe ISSR markerjev. Analizirali so genetske 
razlike med matično rastlino in rastlinami, vzgojenimi iz sintetičnih semen pod posebnimi 
rastnimi razmerami (tri rastline na 5 °C, pet rastlin na 15 °C in tri rastline na 25 °C). 
Rezultati so pokazali, da slednje rastline, v primerjavi z matično rastlino, med seboj niso 
pokazale opaznih razlik. Prav tako je bila podobna morfologija rastlin vzgojenih pod 
posebnimi rastnimi razmerami. Vsak testiran primer oziroma molekulski označevalec je 
pokazal jasno in unikatno zaporedje pomnoženih produktov od velikosti 74 bp (pri ISSR 
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markerju UBC_842) do 2093 bp (ISSR marker UBC_825) s povprečjem 4,4 pomnožka na 
uporabljeni začetni oligonukleotid. Med vzorci semen, regeneriranih iz sintetičnih semen 
po 24 tednih skladiščenja pri različnih rastnih razmerah in matično rastlino ni bilo 
opaznega ISSR polimorfizma.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
Semena industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) smo pridobili iz Kmetijskega inštituta 
Slovenije. V poskusih smo uporabili naslednje štiri sorte:  
 
Finola je finska sorta industrijske konoplje, katere značilnost je najkrajše in najzgodnejše 
cvetenje. Je dvodomna sorta, kar pomeni, da ima moška in ženska socvetja na ločenih 
rastlinah. Finola je manjša sorta, saj ne preseže 2 metrov in vsebuje visok delež CBD. 
Sorta je primarno namenjena za pridelavo semen za olje, uporablja pa se tudi za vlakna. Na 
Finskem so jo požlahtnili z namenom večjega hektarskega donosa (kg semena/ha) (Finola, 
2017).  
 
Fedora 17 je francoska sorta. Je enodomna, saj so na eni rastlini tako moški kakor ženski 
cvetovi. V primerjavi s Finolo je višja, saj preseže 2 metra v višino. Primerna je za semena 
in vlakna (Hannahbiz …, 2018).  
 
KC Dora je madžarska srednje pozna sorta. Rastlina je robustna in visoka. Sorta je v Sortni 
listi označena kot enodomna ali dvodomna rastlina. Uporablja se za pridelavo semen in 
vlaken (Kmetijsko gozdarska zbornica Slovenije, 2018). V poljskem poskusu na 
Biotehniški fakulteti leta 2017 se je izrazila kot dvodomna sorta, zato smo jo v našem 
poskusu označili kot dvodomno sorto.  
 
Monoica je madžarska sorta. Sorta je, tako kot Fedora 17, enodomna rastlina. Prideluje se 
jo za semena in vlakna.  
 
Poskus mikropropagacije smo izvedli še na medicinski konoplji, katera semena smo 
pridobili od podjetja MGC Pharmaceuticals. Uporabili smo dve žlahtniteljski liniji 
označeni kot žlahtniteljska linija MX-CBD-11 in žlahtniteljska linija MX-CBD-707.  
 
Delo je bilo opravljeno v okviru znanstveno-raziskovalne naloge »Breeding medical 
cannabis (Cannabis sativa L.)« za podjetje MGC Pharmaceuticals (2017-2020, vodja: dr. 
Jana Murovec). Delo je bilo skladno z Zakonom o proizvodnji in prometu s prepovedanimi 
drogami (ZPPPD) opravljeno na podlagi in po navodilih Dovoljenja za proizvodnjo in 
posest konoplje v znanstveno-raziskovalne in učne namene št. 187-11/2016/7, ki ga je 
izdalo Ministrstvo za zdravje. 
3.2 RAZKUŽEVANJE RASTLINSKEGA MATERIALA 
Semena smo razkužili v 50 ml dvakrat destilirane vode, kateri smo dodali ustrezno 
koncentracijo dikloroizocianurne kisline (DICA) in nekaj kapljic razkužila Tween20. 
Sterilizacija je potekala različno dolgo ob konstantnem enakomernem mešanju.  
 
Semena navadne konoplje so bila sterilizirana na šest različnih načinov: 
1. Sterilizacija z 1,66 % dikloroizocianurno kislino (DICA) za 20 min; 
2. Sterilizacija z 1,66 % DICA za 30 min; 
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3. Splakovanje pod tekočo vodo za 15 minut, sledi sterilizacija v 1,66 % DICA za 20 min; 
4. Hitro predtretiranje v 70 % etanolu, sledi sterilizacija v 1,66 % DICA za 20 min; 
5. Sterilizacija v 70 % etanolu za 30 sec, sledi še v 1,66 % DICA za 20 min; 
6. Sterilizacija v 70 % etanolu za 2 min, sledi sterilizacija v 1,66 % DICA za 20 min. 
 
Po končani sterilizaciji, smo odlili sterilizacijsko raztopino in razkuženi material trikrat 
splaknili s sterilno dvakrat destilirano vodo. Sledila je inkubacija semen na petrijevkah in 
spremljanje števila kalečih semen po treh in šestih dneh.  
3.3 GOJIŠČA 
3.3.1 Gojišče za kalitev semen 
Za kalitev semen smo pripravili MS gojišče (Murashige in Skoog, 1962) z dodanimi 
vitamini (Duchefa, M0222), 30 g/l saharoze in 8 g/l agarja. Nato smo vse skupaj s pomočjo 
raztopin KOH oziroma HCl umerili na pH 5,8. Kalitev semen je potekala na 25 °C pod 
16/8 urno svetloba/tema fotoperiodo. 
3.3.2 Gojišča za adventivno regeneracijo industrijske konoplje 
Za različna gojišča za adventivno regeneracijo smo pripravili osnovno MS gojišče z 
dodanimi vitamini, 30 g/l saharoze in 8 g/l agarja. Nato smo vse skupaj s pomočjo raztopin 
KOH oziroma HCl umerili na pH 5,8. Po avtoklaviranju (121 °C; 1,13 bar; 20 min) smo v 
vsako gojišče dodali hormone, ki smo jih predhodno filtrsko sterilizirali in dodali v 
ohlajeno gojišče v različnih koncentracijah, ki so prikazane v preglednici 1. Hormon TDZ 
se je pripravil z raztapljanjem v DMSO raztopini, hormon NAA pa v KOH raztopini.  
Preglednica 1: Gojišča uporabljena za adventivno regeneracijo  industrijske konoplje. 
Gojišče TDZ (mg/l) NAA (mg/l) 
KON 1 0,2 0,1 
KON 2 0,2 0,2 
KON 3 0,2 0,5 
KON 4 0,4 0,1 
KON 5 0,4 0,2 
KON 6 0,4 0,5 
KON 7 0,8 0,1 
KON 8 0,8 0,2 
KON 9 0,8 0,5 
Adventivna regeneracija je potekala na 21 °C pod 16 urno fotoperiodo.  
Regenerirane poganjke smo subkultivirali na osnovno MS gojišče z dodanimi vitamini,   
30 g/l saharoze in 8 g/l agarja, pH 5,8 (KON 0). 
Regeneriran kalus smo subkultivirali na tri različna gojišča in sicer: 
- Na osnovno MS gojišče z dodanimi vitamini, 30 g/l saharoze in 8 g/l agarja, pH 5,8 
(KON 0); 
- Na osnovno MS gojišče z dodanimi vitamini, 0,1 mg/l TDZ, 30 g/l saharoze in 8 g/l 
agarja, pH 5,8 (KON 11); 
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- Na osnovno MS gojišče z dodanimi vitamini, 0,5 mg/l meta-topolina, 30 g/l 
saharoze in 8 g/l agarja, pH 5,8 (KON 12). 
 
Na gojiščih za adventivno regeneracijo smo spremljali količino nastalega kalusa iz 
rastlinskih izsečkov kotiledonov in hipokotilov. Trideset dni po inokulaciji smo pregledali 
izsečke v petrijevkah obeh sort in ocenili količino in barvo kalusa s štiristopenjsko lestvico 
od najmanjše (+) do največje (++++) količine nastalega kalusa. 
3.3.3 Gojišča za mikropropagacijo  
Za iniciacijo poganjkov smo pripravili šestnajst različnih gojišč (preglednica 2), na katera 
smo inokulirali nodije ter nato merili število in dolžino nastalih poganjkov. Osnovna 
sestava gojišč je bilo MS gojišče z dodanimi vitamini (gojišča KON 0 do KON 38) ali brez 
dodanih vitaminov (KON 14), 30 g/l saharoze in 8 g/l agarja. Nato smo vse skupaj s 
pomočjo raztopin KOH oziroma HCl umerili na pH 5,8. Po avtoklaviranju smo v gojišča 
dodali filtrsko sterilizirane hormone, v različnih koncentracijah.  
Preglednica 2: Sestava gojišč za mikropropagacijo.  
Zap. 
št. 
Gojišče TDZ 
(mg/l) 
meta-topolin 
(mg/l) 
BAP 
(mg/l) 
IAA 
(mg/l) 
Fe-EDDHA 
(µM) 
TCA (mM) 
1 KON 0 - - - - - - 
2 KON 11 0,1 - - - - - 
3 KON 12 - 0,5 - - - - 
4 KON 15 0,011 - - - - - 
5 KON 16 0,11 - - - - - 
6 KON 17 0,22 - - - - - 
7 KON 18 0,44 - - - - - 
8 KON 19 0,88 - - - - - 
9 KON 20 1,76 - - - - - 
10 KON 21 - 0,012 - - - - 
11 KON 22 - 0,12 - - - - 
12 KON 23 - 0,24 - - - - 
13 KON 24 - 0,48 - - - - 
14 KON 25 - 0,96 - - - - 
15 KON 26 - 1,93 - - - - 
16 KON 28 - - 1,0 - - - 
17 KON 29 - - 2,5 - - - 
18 KON 30 - - 5,0 - - - 
19 KON 32 - - - 0,1 - - 
20 KON 33 - - 1,0 0,1 - - 
21 KON 34 - - 2,5 0,1 - - 
22 KON 35 - - 5,0 0,1 - - 
23 KON 37 - - 2,5 0,1 230 - 
24 KON 38 - - 2,5 0,1 - 1,0 
25 KON 14 Osnovno MS gojišče brez vitaminov, 20 g/l saharoze in 8 g/l agarja, 0,1 g/l mio -
inozitola, 0,1 mg/l tiamina, 0,5 mg/l piridoksina, 0,5 mg/l nikotinske kisline in  
1 mg/l BAP. 
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V poskusu iniciacije stranskih poganjkov smo po enem mesecu merili število in dolžino 
nastalih poganjkov na nodij. Po dveh mesecih pa smo v poskusu 4.4.4. (Število in dolžina 
poganjkov v kulturi) merili izdolževanje rastline v obliki števila nodijev na iniciranem 
poganjku.  
 
Za koreninjenje smo pripravili tri različna gojišča, katerih osnovna sestava je bilo MS 
gojišče z vitamini, 30 g/l saharoze in 8 g/l agarja. Nato smo vse skupaj s pomočjo raztopin 
KOH oziroma HCl umerili na pH 5,8. Po avtoklaviranju smo v gojišča dodali filtrsko 
sterilizirane hormone, v različnih koncentracijah:  
1. Osnovno MS gojišče brez dodanih hormonov (KON 0); 
2. Osnovno MS gojišče in 0,5 mg/l meta-topolina (KON 12); 
3. Osnovno MS gojišče, 0,5 mg/l hormona IBA in 500 mg/l aktivnega oglja (KON 13). 
Na slednjih gojiščih smo merili število in dolžino nastalih korenin. 
 
Kulturo rastlin smo inkubirali v rastni komori na 25 °C pod 16/8 urno svetloba/tema 
fotoperiodo, tako za poskuse indukcije in vitro poganjkov kot za koreninjenje.  
3.4 AKLIMATIZACIJA NAVADNE KONOPLJE 
Rastline navadne konoplje, ki smo jih aklimatizirali, smo jih prestavili iz epruvet v 
aklimatizacijske komore s substratom. Pri tem je bilo pomembno, da je bilo iz korenin 
odstranjeno gojišče, v katerem so bile v in vitro razmerah. V aklimatizacijskih komorah 
smo prvi mesec konstantno zagotavljali visoko zračno vlago, po enem mesecu, pa smo 
aklimatizacijsko komoro odprli in jih presadili v večje posode za gojenje.  
3.5 ISSR MARKERJI 
Za izolacijo DNA smo uporabili liste rastlin sorte Fedora 17, ki so zrasli v poskusih 
adventivne regeneracije. Testirali smo devet poganjkov, trinajst vzorcev kalusa in osem 
rastlin vzgojenih v rastlinjaku. Skupno smo imeli trideset vzorcev. Izolacija DNA iz 
vzorcev je bila izvedena s CTAB metodo.  
 
CTAB metoda se uporablja zaradi raztopine CTAB, ki se je v preteklosti izkazala kot zelo 
uporabno topilo za ekstrakcijo visoko polimerizirane DNA iz rastlinskega materiala. V 
vzorce se topilo dodaja na začetku ekstrakcije, nakar se vzorce eno uro inkubira v vodni 
kopeli na 68 °C. V tej fazi CTAB sočasno razgradi rastlinsko celično steno in lipidno 
membrano notranjih organov ter denaturira proteine (Sigma, 2018). Po končani inkubaciji 
se s pomočjo raztopin kloroform/izoamilalkohol (24:1), natrijevega acetata, izopropanola 
in etanola popolnoma očisti DNA izolirana iz rastlin, ki se jo nato raztopi v TE (Tris-HCl 
in EDTA) pufru.  
 
V preglednici 3 so prikazane komponente, ki smo jih pripravili za PCR mešanico, v kateri 
smo uporabili Taq DNA polimerazo KAPA.  
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Preglednica 3: Sestava PCR mešanice za verižno reakcijo s Taq DNA polimerazo KAPA.  
Komponente Končna koncentracija Volumen za 20 µl/reakcijo 
Sterilna IDT voda  11,4 µl 
DNA (koncentracija 5 ng/µl)  4 µl 
10 x PCR pufer (z 1,5 mM MgCl2) 1 x 2 µl 
dNTP 0,8 mM 1,6 µl 
Začetni oligonukleotidi 0,4 µM 0,8 µl 
Taq DNA polimeraza KAPA 1U/20 µl 0,2 µl 
Preglednica 4: Temperaturni profil za verižno reakcijo s Taq DNA polimerazo KAPA. 
Faza PCR reakcije Temperatura Čas  Število ponovitev 
Začetna denaturacija 95 °C 3 min 1 x 
Denaturacija 95 °C 30 s 
45 x 
Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
50 °C 30 s 
Sinteza fragmentov DNA 72 °C 3 min 
Končno izdolževanje fragmentov 72 °C 7 min 1 x 
Hlajenje vzorcev  4 °C ∞  
Uporabili smo osem različnih začetnih oligonukleotidov, in sicer UBC_826, UB_834, 
UBC_835, UBC_845, UBC_856, (GGGGT)_3M, (GGAT)_4H, (AAG)_6Y po članku 
Lata in sodelavci (2016).  
 
V PCR reakciji pomnožene vzorce smo ločili s pomočjo agarozne gelske elektroforeze na 
2 % agaroznem gelu (0,5 cm debeline gela, 120 V, 90 min) z dodatkom 5 % (V/V) 
etidijevega bromida in si jih ogledali z UVP BioSpectrum (Ultra-Violet Products Ltd., 
Cambridge, UK).  
3.6 POTEK IN VREDNOTENJE POSKUSOV  
3.6.1 Sterilizacija in kalitev semen  
Kalitev semen je potekala pri 25 °C in 16/8 urni svetloba/tema fotoperiodi. Po končani 
sterilizaciji semen je sledila inkubacija semen v petrijevke in spremljanje števila kalečih 
semen po treh in šestih dneh. 
3.6.2 Adventivna regeneracija  
Na gojiščih za adventivno regeneracijo smo spremljali količino nastalega kalusa iz 
rastlinskih izsečkov kotiledonov in hipokotilov. Trideset dni po inokulaciji smo pregledali 
izsečke v petrijevkah obeh sort in ocenili količino in barvo kalusa s štiristopenjsko lestvico 
od najmanjše (+) do največje (++++) količine nastalega kalusa. 
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3.6.3 Mikropropagacija  
V poskusu iniciacije stranskih poganjkov smo kulturo rastlin inkubirali v rastni komori pri 
25 °C in 16/8 urni svetloba/tema fotoperiodi. Po enem mesecu smo merili število in 
dolžino nastalih poganjkov pri posameznem nodiju. Po dveh mesecih smo ocenjevali 
izdolževanje rastline v obliki števila nodijev na iniciranem poganjku (medicinska 
konoplja). Koreninjenje poganjkov je prav tako potekalo pri 25 °C in 16 urni fotoperiodi, 
pri čemer smo po enem mesecu na gojiščih za koreninjenje merili število in dolžino 
nastalih korenin (industrijska konoplja).  
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4 REZULTATI 
4.1 STERILIZACIJA IN KALITEV SEMEN INDUSTRIJSKE KONOPLJE 
V poskusu sterilizacije semen smo uporabili štiri sorte industrijske konoplje, in sicer sorte 
Finola, Fedora 17, KC Dora in Monoica.  
 
V prvem poskusu smo semena sterilizirali na šest različnih načinov, pri čemer smo 
opazovali uspešnost sterilizacije in delež kalivosti semen sort Finola in KC Dora. Pri obeh 
sortah se je izkazalo, da je najbolj učinkovita sterilizacija z 1,66 % raztopino DICA. Za 
sorto Finola je bil najprimernejši način sterilizacije št. 2, to je 30 minutna sterilizacija v 
1,66 % DICA, pri katerem je kalilo 77,5 % semen in tudi po 6 dneh ni bilo nobene okužbe. 
Pri sorti KC Dora pa je bil najprimernejši način sterilizacije št. 1, to je 20 minutna 
sterilizacija v 1,66 % DICA, pri kateri je kalilo 45 % semen. Pri tej sorti so se po 6 dneh 
pojavile okužbe po vseh preizkušenih sterilizacijah. Vse kombinacije sterilizacije s 70 % 
etanolom so bile manj primerne, ker so preprečevale kalitev semen. Rezultati kalivosti 
semen glede na način tretiranja po treh in šestih dneh so predstavljeni v prilogi A.  
 
V drugem poskusu sterilizacije semen smo uporabili sorti Fedora 17 in Monoica. Pri sorti 
Fedora 17 se je za najboljši način razkuževanja izkazalo 15 minutno splakovanje pod 
tekočo vodo in razkuževanje z 1,66 % raztopino DICA 20 minut (način št. 3). Pri obeh 
sortah je kalilo 75 % semen. Sorta Monoica je kalila precej slabše kakor ostale tri 
preizkušene sorte, najboljše rezultate smo dobili po razkuževanju 30 minut z 1,66 % 
raztopino DICA (način št. 3) in po 30 sekundnem namakanju v 70 % etanolu in dodatni   
20 minutni sterilizaciji z 1,66 % raztopino DICA (način št. 5). V obeh primerih je kalilo 
17,5 % tretiranih semen. Semena obeh sort so se zelo slabo odzivala na sterilizacijo s 70 % 
etanolom. Rezultati kalivosti semen glede na način tretiranja po treh in šestih dneh so 
predstavljeni v prilogi B. Primerno razvite sejančke smo nato uporabili v nadaljnjem 
poskusu mikropropagacije.  
4.2 ADVENTIVNA REGENERACIJA INDUSTRIJSKE KONOPLJE 
4.2.1 Oblikovanje kalusa 
Uspešnost adventivne regeneracije rastlin smo preverjali pri dveh tipih izsečkov – 
hipokotilov in kotiledonov. V poskusu smo uporabili dve sorti, in sicer sorto Finola in 
sorto Fedora 17 (preglednica 5, slike 1-6).  
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Preglednica 5: Ocena količine nastalega kalusa iz hipokotilov in kotiledonov sort Fedora 17 in Finola na 
devetih različnih gojiščih.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rezultati ocene nastalega kalusa iz kotiledonov in hipokotilov na različnih gojiščih so 
pokazali, da se je največ svetlo zelenega kalusa regeneriralo na gojišču z dodanim 0,2 mg/l 
TDZ in 0,5 mg/l NAA (gojišče KON 3), in sicer pri kotiledonih in hipokotilih sorte Finola 
in pri kotiledonih sorte Fedora 17. Slednja sorta konoplje je imela prav tako dobro razvit 
kalus iz obeh tipov izsečkov na osnovnem MS gojišču z dodanim 0,4 mg/l TDZ in 0,5 mg/l 
NAA (gojišče KON 6). Najmanj kalusa je nastalo na osnovnem MS gojišču z dodanim 0,8 
mg/l TDZ in 0,2 mg/l NAA (KON 8) ter na osnovnem MS gojišču z dodanim 0,4 mg/l 
TDZ in 0,1 mg/l NAA (gojišče KON 4). Opazili smo, da se je kalus iz kotiledonov 
oblikoval in razvijal počasneje kot kalus iz izsečkov hipokotilov. Vendar se je kalus iz 
hipokotilov močneje okuževal.  
 
Slika 1 prikazuje nastali kalus iz hipokotilov pri sorti Fedora 17 po 42 dneh. Največ kalusa, 
ki je bil tudi zelen in je imel potencial za tvorbo poganjkov, se je tvorilo na gojišču z      
0,4 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA (gojišče KON 6, slika 1A) ter na gojišču z dodanim 0,8 
mg/l TDZ in 0,1 mg/l NAA (gojišče KON 7, slika 1B).  
 
   
Slika 1: Nastanek drobljivega bledo-zelenega kalusa na gojiščih KON 6 (A) in KON 7 (B) iz hipokotilov 
sorte Fedora 17.  
Sorta Fedora 17 Finola 
Izseček Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon 
Gojišče Ocena 
KON 1 ++ ++ +++ ++++ 
KON 2 +++ +++ +++ +++ 
KON 3 ++ ++++ ++++ ++++ 
KON 4 +++ + ++ ++ 
KON 5 ++ +++ ++ ++ 
KON 6 ++++ ++++ ++ +++ 
KON 7 ++++ + ++ +++ 
KON 8 + +++ + ++++ 
KON 9 +++ +++ +++ + 
A B 
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Najslabša regeneracija kalusa iz hipokotilov pa je potekala na gojišču z 0,8 mg/l TDZ in 
0,2 mg/l NAA (gojišče KON 8, slika 2).  
 
 
Slika 2: Regeneracija rjavega kalusa iz hipokotilov sorte Fedora 17 na gojišču KON 8. 
Uspešnost nastanka kalusa iz kotiledonov pri sorti Fedora 17 na gojiščih KON 3 in KON 6 
je prikazana na sliki 3. Kot najboljše gojišče za regeneracijo iz kotiledonov sta se izkazali 
gojišči s koncentracijama hormonov 0,2 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA (KON 3) ter gojišče s 
koncentracijo hormonov 0,4 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA (KON 6). Na obeh gojiščih se je 
tvorilo razmeroma veliko zelenega kalusa.  
 
  
Slika 3: Regeneracija kalusa iz kotiledonov sorte Fedora 17 na gojiščih KON 3 (A) in KON 6 (B). 
Regeneracija iz kotiledonov pa je najslabše, z vidika števila odzivnih izsečkov in količine 
nastalega kalusa, potekla na gojišču z dodanim 0,4 mg/l TDZ in 0,1 mg/l NAA (gojišče 
KON 4, slika 4A) ter na gojišču z dodanim 0,8 mg/l TDZ in 0,1 mg/l NAA (gojišče KON 
A B 
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7, slika 4B), ki sta kljub različnim koncentracijam hormonov v gojišču imeli enake 
lastnosti regeneracije in tvorbe kalusa.  
 
  
Slika 4: Regeneracija iz kotiledonov sorte Fedora 17 na gojiščih KON 4 (A) in KON 7 (B). 
Pri sorti Finola je bila uspešnost adventivne regeneracije iz hipokotilov malo drugačna kot 
pri sorti Fedora 17. Regeneracija je bila najuspešnejša na gojišču z dodanim 0,2 mg/l TDZ 
in 0,5 mg/l NAA (gojišče KON 3, slika 5A). Najslabša pa je bila adventivna regeneracija, 
prav tako kot pri sorti Fedora 17, na gojišču z dodanim 0,8 mg/l TDZ in 0,2 mg/l NAA 
(gojišče KON 8, slika 5B). Kalus je bil rumeno steklastega videza in bilo ga je razmeroma 
malo.   
 
  
Slika 5: Regeneracija iz hipokotilov sorte Finola na gojiščih KON 3 (A) in KON 8 (B). 
Uspešnost adventivne regeneracije iz kotiledonov pri sorti Finola prikazujeta spodnji 
fotografiji (slika 6). Kot najboljše gojišče za regeneracijo iz kotiledonov se je izkazalo 
gojišče z dodanim 0,2 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA (gojišče KON 3, slika 6A). Na gojišču 
A 
A B 
B 
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je bil kalus velik, zelen in zelo dobro razvit. Najslabše pa je adventivna regeneracija 
potekla na gojišču z dodanim 0,8 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA (KON 9, slika 6B), kjer se je 
razvilo razmeroma malo kalusa, ki je bil svetlo rumene barve in steklastega videza. Slednji 
je kasneje tudi propadel.  
 
  
Slika 6: Regeneracija iz kotiledonov sorte Finola na gojiščih KON 3 (A) in KON 9 (B). 
4.2.2 Subkultivacija poganjkov 
V postopku adventivne regeneracije iz kotiledonov in hipokotilov so se poleg kalusa 
direktno regenerirali tudi nekateri poganjki, kar je prikazano v preglednici 6. Največ 
poganjkov, in sicer petnajst, se je regeneriralo iz kotiledonov, iz hipokotilov pa sta se 
regenerirala le dva poganjka. Iz sorte Fedora 17 se je regeneriralo šestnajst poganjkov, iz 
sorte Finola pa le en poganjek. 
 
Te poganjke smo subkultivirali iz gojišč od KON 1 do KON 9 na osnovno MS gojišče. Po 
štirih tednih smo spremljali preživelost poganjkov po subkultiviranju.  
 
Opazili smo, da so poganjki po subkultivaciji na osnovnem MS gojišču slabo uspevali. V 
posode za gojenje smo subkultivirali 17 regeneriranih poganjkov. Po enem mesecu 
opazovanja smo imeli le še 12 poganjkov, saj je v tem času pet poganjkov propadlo. 
Propadla sta dva poganjka regenerirana iz kotiledonov sorte Fedora 17 iz gojišča z 
dodanim 0,2 mg/l TDZ in 0,1 mg/l NAA (KON 1) ter dva poganjka regenerirana iz 
kotiledonov sorte Fedora 17 iz gojišča z dodanim 0,2 mg/l TDZ in 0,2 mg/l NAA (KON 
2). Propadel je tudi poganjek regeneriran iz kotiledona sorte Fedora 17 iz gojišča s 0,4 mg/l 
TDZ in 0,5 mg/l NAA (KON 6). Po subkultivaciji na novo gojišče so propadle predvsem 
rastline, ki so bile pred subkultiviranjem zelo majhne. Propadle so prav tako vse 
hiperhidrirane rastline. Rastline, ki so na MS gojišču uspešno rastle, so bile zelene barve, 
velike in dobro razvite. V visokih posodah za gojenje so se močno izdolžile in na vrhovih 
listov postale klorotične. Pri sorti Fedora 17 je po subkultivaciji preživelo enajst poganjkov 
od skupno šestnajstih. Pri sorti Finola pa je subkultiviranje uspešno preživel le en 
A B 
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poganjek, ki se je regeneriral na gojišču z dodanim 0,2 mg/l TDZ in 0,2 mg/l NAA (KON 
2).  
Preglednica 6: Število poganjkov regeneriranih iz kotiledonov in hipokotilov sort Finola in Fedora 17 na 
gojiščih od KON 1 do KON 9 ter njihova nadaljnja rast. 
Sorta Vrsta 
izsečka 
Gojišče Sestava gojišča Število 
regeneriranih 
poganjkov 
Število poganjkov, 
ki so preživeli 
subkultivacijo 
FINOLA Kotiledon KON 2 MS + 0.2 mg/l TDZ + 
0.2 mg/l NAA 
1 1 
FEDORA 17 
 
Kotiledon 
 
KON 1 MS + 0.2 mg/l TDZ + 
0.1 mg/l NAA 
3 1 
KON 2 MS + 0.2 mg/l TDZ + 
0.2 mg/l NAA 
3 1 
KON 3 MS + 0.2 mg/l TDZ + 
0.5 mg/l NAA 
2 2 
KON 4 MS + 0.4 mg/l TDZ + 
0.1 mg/l NAA 
4 4 
KON 6 MS + 0.4 mg/l TDZ + 
0.5 mg/l NAA 
2 1 
Hipokotil KON 4 MS + 0.4 mg/l TDZ + 
0.1 mg/l NAA 
1 1 
KON 8 MS + 0.8 mg/l TDZ + 
0.2 mg/l NAA 
1 1 
 
Kalus, ki se je oblikoval iz vseh preostalih izsečkov (kotiledonov ali hipokotilov) sorte 
Finola in Fedora 17, smo po enem mesecu subkultivirali iz gojišč od KON 1 do KON 9 na 
tri različna gojišča z dodanimi hormoni za tvorbo poganjkov, in sicer na osnovno MS 
gojišče (KON 0), na gojišče z dodanim 0,1 mg/l TDZ (KON 11) in na gojišče z dodanim 
0,5 mg/l meta-topolinom (KON 12).  
 
Rezultati poskusa so pokazali, da se na danih gojiščih niso oblikovali poganjki, pač pa le 
korenine. Korenine, ki so nastale na osnovnem MS gojišču, so se najverjetneje razvile pod 
vplivom endogenih hormonov iz predhodnega gojišča (KON  1 – KON 9). Po sami 
subkultivaciji na nova gojišča, je stanje izsečkov ostalo nespremenjeno, saj ni nastalo 
novih poganjkov. Izjema je bil le en poganjek, ki se je regeneriral iz kotiledona sorte 
Fedora 17, vendar je tudi ta kasneje propadel (slika 7). Izseček smo prestavili iz gojišča z 
0,2 mg/l TDZ in 0,2 mg/l NAA (KON 2) na osnovno MS gojišče.  
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Slika 7: Kalus iz kotiledonov sorte Fedora 17 na gojišču KON 0. Na največjem kalusu se je oblikoval majhen 
poganjek. 
  
Slika 8: Koraki adventivne regeneracije konoplje: inokulirana semena (A), kalitev semen (B), izsečki 
kotiledonov (C, E), izsečki hipokotilov (D, F) in regenerirane rastline (G). 
4.3 MIKROPROPAGACIJA INDUSTRIJSKE KONOPLJE 
4.3.1 Tvorba stranskih poganjkov 
Za poskus mikropropagacije smo uporabili sorti Finola in Fedora 17, pri čemer smo 
uporabili tisti način razkuževanja vsake sorte, ki se je v poskusu sterilizacije in kalitve 
semen izkazal za najboljšega (rezultati 4.1).  
 
Sorto Fedora 17 smo razkuževali 20 minut z 1,66 % raztopine DICA po predhodnem 
spiranju 15 minut z vodo, sorto Finola pa 30 minut z 1,66% raztopine DICA. Uspeh 
kalivosti je predstavljen v preglednici 7. Kalivost je bila bolj uspešna pri sorti Finola, in 
sicer 88 %, kalivost sorte Fedora 17 pa je bila 85,5 %. 
  
Regeneriran poganjek 
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Preglednica 7: Kalivost semen sort Fedora 17 in Finola po šestih dneh . 
Sejančke konoplje smo subkultivirali v epruvete. Po enem mesecu smo spremljali število 
in povprečno dolžino nastalih stranskih poganjkov glede na vrsto gojišča. Povprečno 
število in povprečna dolžina stranskih poganjkov, ki so se razvili na različnih gojiščih, so 
predstavljeni v preglednici 8.  
Preglednica 8: Število in povprečna dolžina stranskih poganjkov sorte Fedora 17 in Finola pridobljenih na 
treh različnih gojiščih za indukcijo poganjkov. 
Sorta Gojišče Št. 
inokuliranih 
nodijev 
Št. 
nastalih 
poganjkov 
Povp. št. 
poganjkov 
na nodij 
± SN 
Povp. 
dolžina 
poganjkov (mm) 
± SN 
Fedora 
17 
KON 0 –  
Osnovno MS gojišče 
16 20 1,25±0,25 20,6±6,29 
KON 11 –  
MS + 0,1 mg/l TDZ 
16 21 1,31±0,33 11,7±2,99 
KON 12 –  
MS + 0,5 mg/l  
m-topoline 
15 15 1,00±0,34 12,8±3,04 
 
Finola KON 0 –  
Osnovno MS gojišče 
16 28 1,75±0,19 29,3±7,83 
KON 11 –  
MS + 0,1 mg/l TDZ 
16 30 1,88±0,15 12,8±1,91 
KON 12 –  
MS + 0,5 mg/l  
m-topoline 
16 33 2,06±0,14 20,6±3,31 
Pri sorti Fedora 17 se je največ poganjkov (1,31±0,33) razvilo na osnovnem MS gojišču z 
dodanim TDZ hormonom. Najdaljši poganjki pa so se oblikovali na osnovnem MS gojišču 
brez dodanih hormonov (20,60±6,29 mm). Na osnovnem MS gojišču z dodanim meta-
topolinom so bili poganjki v zelo dobrem stanju ter zeleni. Korenine so se tvorile le na 
osnovnem MS gojišču, na gojiščih z dodanima hormonoma (TDZ ali meta-topolin) pa ne. 
Pri sorti Finola se je največ poganjkov razvilo na gojišču z dodanim meta-topolinom 
(2,06±0,14), povprečno najdaljši poganjki pa so se oblikovali na osnovnem MS gojišču 
(29,3±7,83 mm). Korenine so se oblikovale le na osnovnem MS gojišču brez dodanih 
hormonov.  
  
Sorta Način razkuževanja Št. inokuliranih 
semen 
Št. kalečih semen  
(%) 
Št. okuženih semen 
(%) 
Fedora 17 H2O 15 min + 
DICA 20 min 
110 94 (85,5) 5 (0,05) 
Finola DICA 30 min 100 88 (88) 2 (2) 
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4.3.2 Koreninjenje 
Nekateri poganjki so razvili korenine že na gojiščih za tvorbo poganjkov. Ostali poganjki 
pa so bili prestavljeni na tri različna gojišča za tvorbo korenin (preglednica 9).  
Preglednica 9: Število in povprečna dolžina korenin sort Fedora 17 in Finola razvitih na treh gojiščih za 
koreninjenje. 
Sorta Gojišče Število 
inokuliranih 
poganjkov 
Število 
poganjkov, 
ki so tvorili 
korenine (%) 
Št.  
razvitih 
korenin  
na poganjek 
Povprečna 
dolžina 
korenin 
(mm) 
Fedora 
17 
KON 0 –  
Osnovno MS gojišče 
20 4 (20) 0,7 31,9 
KON 12 –  
MS + 0.5 mg/l  
m-topoline 
11 1 (9,1) 0,3 6,7 
KON 13 –  
MS + 0.5 mg/l IBA + aktivno 
oglje 
7 0 (0) 0 / 
 
Finola KON 0 –  
Osnovno MS gojišče 
7 4 (57,1) 2,3 16,3 
KON 12 –  
MS + 0.5 mg/l  
m-topoline 
17 0 (0) 0 / 
KON 13 –  
MS + 0.5 mg/l IBA + aktivno 
oglje 
14 0 (0) 0 / 
Pri sorti Fedora 17 so se korenine oblikovale na osnovnem MS gojišču, kjer so bile v 
povprečju dolge 31,9 mm, in na gojišču z dodanim meta-topolinom (povprečna dolžina 
korenin: 6,7 mm). Pri sorti Finola so se korenine tvorile le na osnovnem MS gojišču. 
Povprečna dolžina korenin je znašala 16,3 mm. Na gojišču z dodanim hormonom IBA in 
aktivnim ogljem se pri nobeni sorti niso razvile korenine. Opazili smo, da se je pri sorti 
Fedora 17 na osnovnem MS gojišču razvilo veliko število dolgih korenin, pri sorti Finola 
pa je bilo število korenin še večje, vendar so bile le te krajše.   
4.3.3 Aklimatizacija industrijske konoplje 
Vse rastline, ki v in vitro razmerah niso oblikovale korenin, so se med aklimatizacijo 
posušile in propadle. Tri od osmih rastlin, ki so ob presajanju v substrat že imele razvite 
korenine, so preživele aklimatizacijo, ostale so propadle. Glede na rezultate smo ugotovili, 
da je za normalen potek aklimatizacije industrijske konoplje ključnega pomena razvoj vsaj 
nekaj zametkov in vitro korenin, pri čemer dolžina korenin nima vpliva. Uspešno 
aklimatizirane so bile samo tri od sedemnajstih rastlin. Vsem je skupno, da so bile 
ukoreninjene na osnovnem MS gojišču brez dodanih hormonov in vse tri aklimatizirane 
rastline so bile sorte Fedora 17.  
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Preglednica 10: Število korenin in preživelost rastlin sorte Fedora 17 in Finola po aklimatizaciji. 
Rastlina Sorta Gojišče za koreninjenje Št. razvitih 
korenin 
Preživelost 
1 Fedora 17 KON 0 - Osnovno MS gojišče 2 DA 
2 Fedora 17 KON 0 - Osnovno MS gojišče 6 DA 
3 Fedora 17 KON 0 - Osnovno MS gojišče 2 DA 
4 Fedora 17 KON 0 - Osnovno MS gojišče 4 NE 
5 Fedora 17 KON 0 - Osnovno MS gojišče 0 NE 
6 Fedora 17 KON 0 - Osnovno MS gojišče 0 NE 
7 Fedora 17 KON 0 - Osnovno MS gojišče 0 NE 
8 Fedora 17 KON 0 - Osnovno MS gojišče 0 NE 
9 Fedora 17 KON 12 - MS + 0,5 mg/l m-topoline 0 NE 
10 Finola KON 0 - Osnovno MS gojišče 8 NE 
11 Finola KON 0 - Osnovno MS gojišče 3 NE 
12 Finola KON 0 - Osnovno MS gojišče 0 NE 
13 Finola KON 0 - Osnovno MS gojišče 0 NE 
14 Finola KON 0 - Osnovno MS gojišče 3 NE 
15 Finola KON 0 - Osnovno MS gojišče 2 NE 
16 Finola KON 0 - Osnovno MS gojišče 0 NE 
17 Finola KON 14 - MS + 0,1 g/l mio-inozitola + 0,1 
mg/l tiamina + 0,5 mg/l piridoksina + 0,5 
mg/l nikotinske kisline + 1 mg/l BAP 
0 NE 
 
Slika 9: Uspešno aklimatizirani mikropropagirani rastlini sorte Fedora 17. 
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4.4 MIKROPROPAGACIJA MEDICINSKE KONOPLJE 
Glede na predhodne rezultate iz poskusa mikropropagacije industrijske konoplje smo 
izvedli poskus še pri dveh žlahtniteljskih linijah medicinske konoplje.  
4.4.1 Iniciacija poganjkov na treh različnih gojiščih 
Nodije, ki smo jih uporabili za poskus iniciacije poganjkov na treh različnih gojiščih, smo 
predhodno sterilizirali v 1,66 % raztopine DICA za 8 minut, nato je sledila inokulacija na 
tri različna gojišča: 
- KON 0 - Osnovno MS gojišče; 
- KON 11 - MS gojišče z dodanim 0,1 mg/l TDZ; 
- KON 12 - MS gojišče z dodanim 0,5 mg/l meta-topoline. 
 
Nodije žlahtniteljske linije MX-CBD-11 in MX-CBD-707 smo inokulirali na različna 
gojišča, nato smo čez 30 dni naredili popis dolžine in števila na novo oblikovanih 
poganjkov, kar je prikazano v preglednici 11.  
 
Rezultati so pokazali, da se je pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 največ poganjkov 
(1,78±0,12 poganjek/nodij) oblikovalo na gojišču z dodanim meta-topolinom in prav tako 
so bili poganjki na tem gojišču najdaljši (povprečna dolžina 12,60±1,32 mm).  
 
Pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 pa je največ poganjkov nastalo na osnovnem MS 
gojišču brez dodanih hormonov (0,82±0,12 poganjka/nodij). Najdaljši poganjki so se 
oblikovali na MS gojišču z dodanim hormonom meta-topolin (povprečna dolžina 
poganjkov: 9,00±0,85 mm).  
Preglednica 11: Povprečno število in povprečna dolžina  poganjkov na nodij žlahtniteljskih linij MX-CBD-11 
in MX-CBD-707 na treh različnih gojiščih. 
Žlahtniteljska 
linija 
Gojišče Št. 
inokuliranih 
nodijev 
Št. 
neokuženih 
nodijev 
(%) 
Št. 
okuženih 
nodijev 
(%) 
Št. 
nastalih 
poganjkov 
Povp. št. 
poganjkov 
na nodij 
± SN 
Povp. 
dolžina 
poganjkov 
(mm) ± SN 
MX-CBD-11 KON 0 -  
Osnovno MS 
gojišče 
50 43 (86) 7 (14) 48 1,12±0,06 10,60±1,06 
  
KON 11 -  
MS + TDZ 
50 46 (92) 4 (8) 77 1,67±0,13 9,30±1,08 
  
KON 12 -  
MS + m-topoline 
50 46 (92) 4 (8) 82 1,78±0,12 12,60±1,32 
 
MX-CBD-
707 
KON 0 -  
Osnovno MS 
gojišče 
49 39 (79,6) 10 (20,4) 32 0,82±0,12 7,00±0,89 
  
KON 11 -  
MS + TDZ 
46 35 (76,1) 11 (23,9) 27 0,77±0,11 8,30±2,17 
  
KON 12 -  
MS + m-topoline 
46 44 (95,7) 2 (4,3) 26 0,59±0,09 9,00±0,85 
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Opazili smo, da je bila na vseh gojiščih žlahtniteljska linija MX-CBD-11 uspešnejša kot 
žlahtniteljska linija MX-CBD-707. Poganjki, nastali pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-707, 
so bili večinoma kratki, zbiti ter hiperhidrirani. Poganjki na MS gojišču z dodanim TDZ 
hormonom so bili klorotični in hiperhidrirani. Poganjki obeh žlahtniteljskih linij, ki so 
nastali na gojišču z dodanim meta-topolinom, so bili temno zeleni, vendar s kratkimi 
internodiji.  
 
 
Slika 10: Tvorba poganjkov žlahtniteljske linije MX-CBD-11 na osnovnem MS gojišču (A), gojišču z 
dodanim TDZ (B) in gojišču z dodanim meta-topolinom (C). 
4.4.2 Vpliv lege nodijev na uspeh iniciacije kulture poganjkov 
Iz vsake žlahtniteljske linije smo inokulirali nodije na osnovno MS gojišče ter si zabeležili 
lego nodija na poganjku od 1 (najmlajši nodij, najvišji na poganjku) do 5 (najstarejši nodij, 
najnižje na poganjku). Po enem mesecu smo zabeležili število in dolžino nastalih 
poganjkov ter ugotavljali ali ima lega nodija na poganjku vpliv na uspešnost iniciacije 
kulture (preglednica 12).  
Preglednica 12: Povprečno število in povprečna dolžina nastalih stranskih poganjkov glede na lego 
inokuliranih nodijev žlahtniteljskih linij MX-CBD-11 in MX-CBD-707. 
 Žlahtniteljska linija MX-CBD-11 Žlahtniteljska linija MX-CBD-707 
Nodij Št. 
inokuliranih 
nodijev 
Št. 
nastalih 
poganjkov 
(število 
poganjkov 
> 5 mm) 
Povp. št. 
poganjkov 
na nodij 
± SN 
Povp. 
dolžina 
poganjkov 
(mm) ± SN 
Št. 
inokuliranih 
nodijev 
Št. 
nastalih 
poganjkov 
(število 
poganjkov 
> 5 mm) 
Povp. št. 
poganjkov 
na nodij 
± SN 
Povp. 
dolžina 
poganjkov 
(mm) ± 
SN 
1 15 14 (9) 0,93±0,12 5±0,76 15 15 (9) 1±0,1 5±0,77 
2 15 14 (11) 0,93±0,15 5±0,72 15 17 (10) 1,13±0,17 5,5±0,83 
3 15 18 (13) 1,2±0,17 8±0,99 15 17 (13) 1,13±0,13 12,5±1,63 
4 15 24 (15) 1,6±0,19 8,1±1,18 15 22 (21) 1,47±0,22 14,5±1,5 
5 15 17 (17) 1,13±0,13 10±0,96 15 18 (18) 1,2±0,14 15±1,28 
A B C 
 Mestinšek Mubi Š. Tkivne kulture navadne konoplje … adventivna regeneracija in mikropropagacija.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
31 
 
 
Rezultati so pokazali, da je bila iniciacija poganjkov pri žlahtniteljskih linijah MX-CBD-11 
in MX-CBD-707 najslabša iz apikalnih nodijev. Nastali poganjki so bili kratki (povprečna 
dolžina MX-CBD-11: 5±0,76 mm; MX-CBD-707: 5±0,77 mm), zbiti, večina jih je v tkivni 
kulturi zacvetela. Veliko boljši so bili poganjki iz drugega nodija, ki so bili zeleni, 
povprečne dolžine 5±0,72 mm (MX-CBD-11) in 5,5±0,83 mm (MX-CBD-707). Iniciacija 
kulture je bila najboljša iz tretjih in četrtih nodijev. Povprečna dolžina poganjkov 
žlahtniteljske linije MX-CBD-11 je znašala 8±0,99 mm (tretji nodij) in 8,1±1,18 mm 
(četrti nodij). Povprečna dolžina poganjkov linije MX-CBD-707 pa je znašala 12,5±1,63 
mm (tretji nodij) in 14,5±1,5 mm (četrti nodij). Poganjki na petem nodiju žlahtniteljske 
linije MX-CBD-11 so bili klorotični in povprečne dolžine 10±0,96 mm, medtem, ko so bili 
poganjki žlahtniteljske linije MX-CBD-707 lepo zeleni in povprečne dolžine 15±1,28 mm. 
Poganjki žlahtniteljske linije MX-CBD-707 so bili bolj olistani kot poganjki pri 
žlahtniteljski liniji MX-CBD-11.  
4.4.3 Iniciacija kulture na različnih gojiščih v odvisnosti od časa 
Na podlagi rezultatov poskusa vpliva lege nodijev na uspeh iniciacije kulture smo v tem 
poskusu uporabili le tretje in četrte nodije žlahtniteljskih linij MX-CBD-11 in MX-CBD-
707. Uporabili smo nodije iz poskusa iniciacije poganjkov na treh različnih gojiščih 
(rezultati 4.4.1), iz poskusa vpliva lege nodija na uspeh iniciacije kulture (rezultati 4.4.2) in 
nodije iz rastlin iz steklenjaka. Vsi nodiji, ki smo jih uporabili iz predhodnih poskusov, so 
bili prvotno inokulirani na osnovnem MS gojišču brez dodanih hormonov. Spremljali smo 
nastanek poganjkov iz nodijev v odvisnosti od časa. Rezultati so predstavljeni v prilogi C.  
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Spremljali smo razvoj poganjkov iz posameznih nodijev na štirinajstih gojiščih v različnih časovnih intervalih.  
 
Slika 11: Grafičen prikaz povprečnega števila poganjkov  na izseček na različnih gojiščih v odvisnosti od časa. 
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Rezultati so pokazali, da se je število nastalih poganjkov na nodij s časom povečevalo. Po 
23-ih dneh je bilo pri obeh žlahtniteljskih linijah MX-CBD-11 in MX-CBD-707 največ 
poganjkov (1,33±0,17) na nodij na osnovnem MS gojišču z dodanim 0,11 mg/l TDZ 
(gojišče KON 16). Po 36-ih dneh se je pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 oblikovalo 
največje povprečno število poganjkov na posamezen nodij (2,07±0,25) na gojišču (KON 
18) z dodanim 0,44 mg/l TDZ. Pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 pa je bilo v povprečju 
največ poganjkov na nodij (2,14±0,14) na gojišču z dodanim 0,011 mg/l TDZ (KON 15). 
Po 52-ih dneh pa je bilo največje povprečno število poganjkov na nodij pri žlahtnitejski 
liniji MX-CBD-11 (3,00±0,26) na osnovnem MS gojišču z dodanim 0,24 mg/l meta-
topolina (gojišče KON 23), pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 pa je bilo še vedno 
največje povprečno število poganjkov na nodij (2,43±0,20) na gojišču z dodanim 0,011 
mg/l TDZ (KON 15). Opazili smo, da se je število poganjkov s časom povečevalo, stanje 
nodijev in poganjkov pa se je slabšalo, saj so s časom postajali rumeni in klorotični. Stanje 
se je močno poslabšalo po 52. dnevu opazovanja. Izjema so bili le poganjki na osnovnem 
MS gojišču (KON 0) in na gojišču z dodanim 0,1 g/l mio-inozitola, 0,1 mg/l tiamina, 0,5 
mg/l piridoksina, 0,5 mg/l nikotinske kisline in 1 mg/l BAP (gojišče KON 14), pri katerih 
so poganjki ostali normalni in zeleni tudi po 52-ih dneh.  
 
 
Slika 12: Iniciacija poganjkov žlahtniteljske linije MX-CBD-11 na različnih gojiščih po 23-ih dneh. A: 
gojišče KON 0; B: gojišče KON 17; C: KON 26. 
4.4.4 Število in dolžina poganjkov v kulturi 
V tem poskusu smo uporabili rastlinski material žlahtniteljskih linij MX-CBD-11 in MX-
CBD-707. Poganjke, ki smo jih inokulirali na deset različnih gojišč od KON 0 do KON 38 
(opisanih v poglavju materialov in metod 3.3.3), smo pridobili iz matičnih rastlin iz 
steklenjaka. Cilj poskusa je bil spremljati število in dolžino nastalih poganjkov na različnih 
gojiščih.  
Rezultati so pokazali, da je pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 največje število poganjkov 
na nodij (1,40±0,27 poganjka / nodij) nastalo na MS gojišču z dodanim 2,5 mg/l BAP in 
0,1 mg/l IAA (KON 34). Žlahtniteljska linija MX-CBD-707 pa je največje število 
A B C 
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poganjkov na nodij (1,40±0,16 poganjka / nodij) oblikovala na MS gojišču z dodanim 2,5 
mg/l BAP, 0,1 mg/l IAA in 230 µM Fe-EDDHA (KON 37) (Priloga D).  
 
Na spodnjem grafu (slika 13) je razvidno, da so se v povprečju najdaljši poganjki na nodij 
žlahtniteljske linije MX-CBD-11 razvili na MS gojišču z dodanim 1 mg/l BAP in 0,1 mg/l 
IAA (KON 33), žlahtniteljske linije MX-CBD-707 pa na osnovnem MS gojišču z dodanim 
1 mg/l BAP (KON 28). Povprečna dolžina poganjkov žlahtniteljske linije MX-CBD-11 je 
znašala 38,90±3,98 mm, medtem ko so poganjki žlahtniteljske linije MX-CBD-707 dosegli 
6,20±1,22 mm.  
 
 
Slika 13: Povprečna dolžina poganjkov na nodij in povprečno število nodijev na novo nastalem poganjku na 
različnih gojiščih. 
Ko smo epruvete pustili v rastni komori, smo opazili, da se s časom (po enem mesecu) 
poganjki začnejo izdolževati in oblikovati nodije, ki bi jih lahko potencialno uporabili za 
nadaljno mikropropagacijo. Zato je po šestdesetih dneh prvotnemu poskusu sledilo še štetje 
nastalih nodijev na že oblikovanih poganjkih. Žlahtniteljska linija MX-CBD-11 je največje 
število nodijev (4,0±0,54 nodijev / poganjek) razvila na MS gojišču z dodanim 1,0 mg/l 
BAP in 0,1 mg/l IAA (KON 33), žlahtniteljska linija MX-CBD-707 pa je v povprečju 
razvila 2,7±0,3 nodija / poganjek na MS gojišču z dodanim 0,1 mg/l IAA (KON 32). 
Opazili smo, da so se rastline bolje odzvale s tvorbo poganjkov in njihovim izdolževanjem 
na MS gojiščih, ki smo jim dodali hormon IAA. Vendar pa so bili poganjki, razviti iz 
nodijev druge generacije, zelo majhni in praktično neuporabni. Za nadaljnjo 
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mikropropagacijo so uporabni le tisti poganjki, ki so daljši od 5 mm (dolžine poganjkov so 
navedene v prilogi D).  
4.4.5 Aklimatizacija medicinske konoplje 
Rastline medicinske konoplje, ki so v času mikropropagacije tvorile in vitro korenine, smo 
prestavili v aklimatizacijske komore z namenom aklimatizacije. Skupno smo v substrat v 
aklimatizacijske komore posadili trinajst rastlin, od tega je bilo pet rastlin žlahtniteljske 
linije MX-CBD-11, osem rastlin pa žlahtniteljske linije MX-CBD-707. Med aklimatizacijo 
so se štiri rastline posušile in propadle. Propadla je ena rastlina žlahtniteljske linije MX-
CBD-11 ter tri rastline žlahtniteljske linije MX-CBD-707. Pri vseh ostalih devetih rastlinah 
(štiri rastline MX-CBD-11 in pet rastlin MX-CBD-707) je aklimatizacija uspela.  
Preglednica 13: Preživelost rastlin žlahtniteljske linije MX-CBD-11 in MX-CBD-707 po aklimatizaciji. 
Rastlina Žlahtniteljska linija Gojišče Preživelost 
1 MX-CBD-11 KON 0 - Osnovno MS gojišče DA 
2 MX-CBD-11 KON 0 - Osnovno MS gojišče DA 
3 MX-CBD-11 KON 0 - Osnovno MS gojišče DA 
4 MX-CBD-11 KON 14 - MS + 0,1 g/l mio-inozitola + 0,1 
mg/l tiamina + 0,5 mg/l piridoksina + 0,5 mg/l 
nikotinske kisline + 1 mg/l BAP 
DA 
5 MX-CBD-11 KON 0 - Osnovno MS gojišče NE 
6 MX-CBD-707 KON 0 - Osnovno MS gojišče DA 
7 MX-CBD-707 KON 0 - Osnovno MS gojišče DA 
8 MX-CBD-707 KON 0 - Osnovno MS gojišče DA 
9 MX-CBD-707 KON 0 - Osnovno MS gojišče DA 
10 MX-CBD-707 KON 0 - Osnovno MS gojišče DA 
11 MX-CBD-707 KON 0 - Osnovno MS gojišče NE 
12 MX-CBD-707 KON 0 - Osnovno MS gojišče NE 
13 MX-CBD-707 KON 0 - Osnovno MS gojišče NE 
 
Slika 14: Mikropropagirane rastline v aklimatizacijski komori.  
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Slika 15: Uspešno aklimatizirane mikropropagirane rastline žlahtniteljskih linij MX-CBD-11 (A, B) in MX-
CBD-707 (C).  
4.5 ISSR MARKERJI 
Uspešnost pomnoževanja DNA vzorcev in delovanja ISSR markerjev smo najprej 
preverjali z agarozno elektroforezo na enem DNA vzorcu industrijske konoplje (odrasla 
rastlina industrijske konoplje, ki je rastla v steklenjaku). Rezultati so pokazali, da se vseh 
osem preizkušenih ISSR markerjev uspešno pomnožuje na več in različnih mestih (slika 
16), kar je zelo pomembno in uporabno za odkrivanje pojava mutacij med potekom 
adventivne regeneracije rastlin.  
 
Iz slike 16 je razvidno, da je največ pomnožkov, ki so tudi lepo razvidni in med seboj 
ločeni, nastalo z uporabo začetnih oligonukleotidov UBC_826 in (GGAT)_4H. Na podlagi 
dobljenih rezultatov smo se odločili, da za nadaljnjo analizo uporabimo ta dva začetna 
oligonukleotida.  
 
 
Slika 16: Rezultati pomnoževanja DNA vzorca rastline sorte Fedora 17 z osmimi različnimi  ISSR markerji. 
L- Dolžinski standard 100 bp; 1- UBC_826; 2- UBC_834; 3- UBC_835; 4- UBC_845; 5- UBC_856; 6- 
(GGGGT)_3M; 7- (GGAT)_4H; 8- (AAG)_6Y.  
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Slika 17 prikazuje rezultate ISSR pomnožitve sorte Fedora 17 z začetnim 
oligonukleotidom UBC_826. DNA je bila izolirana iz devetih poganjkov pridobljenih iz 
poskusov adventivne regeneracije, osem sejancev iz rastlinjaka in trinajstih kalusov iz 
poskusov adventivne regeneracije. Podobne rezultate smo dobili tudi pri markerju 
(GGAT)_4H.  
 
Slika 17: Rezultati pridobljeni s pomnoževanjem z ISSR markerjem UBC_826. DNA je bila izolirana iz in 
vitro regeneriranih poganjkov (1-9), iz rastlin vzgojenih v steklenjaku (10-17) in iz kalusa (18-30), vse 
rastline sorte Fedora 17.  
Z ISSR markerji smo želeli preveriti, ali med posameznimi rastlinami prihaja do 
razlikovanj kot posledica mutacij med adventivno regeneracijo. Iz slike je razvidno, da so 
bile genetske razlike zaznane že med rastlinami sejančkov. ISSR markerji so se izkazali za 
polimorfne, saj so se pokazale genetske razlike med samimi vzorci. Čeprav nismo uspeli 
identificirati genetskih razlik med vzorci, ki so se dogodile v in vitro kulturi, so naši 
rezultati pokazali genetske razlike med analiziranimi vzorci in dokazali koristnost ISSR 
markerjev za genetsko analizo konoplje. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
V poskusu sterilizacije semenskega materiala smo uporabili štiri sorte industrijske 
konoplje. Semena vsake sorte so bila sterilizirana na šest različnih načinov. V poskusu se 
je izkazalo, da je uspešnost sterilizacije semen sortno pogojena. Za najbolj uspešno sorto se 
je izkazala Finola, sledila ji je Fedora 17, ki smo ju zaradi zadovoljivih rezultatov 
sterilizacije semen nato uporabili v sledečih poskusih adventivne regeneracije in 
mikropropagacije konoplje. Sorti Monoica in KC Dora sta zelo slabo kalili in se pri 
tretiranju z 1,66 raztopino DICA močno okuževali. Od vseh tretiranih semen, jih je pri 
sorti Finola največ kalilo, in sicer 77,5 %, ob uporabi 1,66 % raztopine DICA in trideset 
minutnem razkuževanju. Pri sorti KC Dora je bil ta delež znatno nižji, saj je po šestih dneh 
opazovanja znašal le 45 %, po dvajset minutnem tretiranju semen z 1,66 % raztopine 
DICA. Za sorto Fedora 17 se je za najboljša načina sterilizacije semen izkazala dvajset 
minutna sterilizacija z 1,66 % raztopine DICA ter petnajst minutno splakovanje pod tekočo 
vodo in dodatno dvajset minutno razkuževanje z 1,66 % DICA raztopino. Razkuževanje s 
70 % etanolom se je izkazalo za neugodno, saj je močno zmanjšalo kalitveni potencial 
semen. Izjema je bila le sorta Monoica, kjer je največ semen (17,5 %) kalilo pri trideset 
minutnem tretiranju z 1,66 % raztopine DICA ter uporabi 70 % etanola za trideset sekund 
in dodatnem dvajset minutnem razkuževanju v 1,66 % raztopine DICA. Kljub temu pa je 
imela Monoica slabši delež kalivosti semen v primerjavi s KC Doro, saj so se le ta v kulturi 
manj okuževala (po 6 dneh je bilo 17,5 % okuženih semen). Pri sorti KC Dora se je seme 
pogosto okužilo ob prelomu semenske lupine, kar se je zgodilo dva do tri dni po 
sterilizaciji. Šest dni po sterilizaciji in inokulaciji je bil delež okuženih semen 60 %. 
Okužba je bila najprej opazna kot lepka, motna tekočina, ki je iztekala iz notranjosti 
semena. Ko so se bakterije dovolj namnožile, pa so popolnoma uničile seme. Naši rezultati 
so tako pokazali, da so bili različni načini površinske sterilizacije semen sicer uspešni, 
vendar je bil kljub temu pri določenih sortah (kot npr. KC Dora in Monoica) nizek delež 
kalivosti posledica notranjih okužb v semenih. Le ta se je pokazala po daljšem času na 
gojišču, kar se je v naših poskusih pokazalo v 6 dneh kulture.75 % etanol je neprimeren za 
sterilizacijo semen, saj je že ob kratkotrajnem stiku s semeni popolnoma preprečil njihovo 
kalivost. Rezultati poskusa so pokazali, da je uspešnost kalitve semen ob ustreznem načinu 
sterilizacije sortno pogojena.  
 
Semena sorte Fedora 17 in Finola so bila pridelana leta 2015, semena sorte KC Dora pa so 
bila še starejša. Za ohranitev vigorja semen jih je potrebno shranjevati v hladilniku          
(4-7 °C), saj semena konoplje ob neustreznem hranjenju hitro izgubijo kalivost. To je 
potrdila tudi študija (Kocjan Ačko in Baričevič, 2004), kjer so primerjali hitrost kalivosti in 
končno kalivost semena shranjenega pri sobni temperaturi (20-25 °C) v primerjavi s 
kalivostjo semena shranjenega v hladilniku (4-7 °C). Za semena konoplje uporabljena v 
danem poskusu nimamo podatka, kako in kje so bila semena shranjena. Pri analizi 
rezultatov je zato potrebno upoštevati tako kakovost semenskega materiala kot način 
sterilizacije. Z gotovostjo pa lahko trdimo, da 70 % etanol zavira oziroma preprečuje 
kalitev semen.  
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Sposobnost adventivne regeneracije industrijske konoplje smo preverjali na devetih 
različnih gojiščih. V poskusu smo uporabili kotiledone in hipokotile dveh sort konoplje. 
Opazili smo, da se je kalus iz kotiledonov razvijal počasneje kot kalus iz izsečkov 
hipokotilov. Kalus iz hipokotilov se je v kulturi močneje okuževal. Poleg tega je večji in 
lepši kalus nastal iz izsečkov kotiledonov, kar so ugotovili tudi v raziskavi Chaohua in sod. 
(2016), kjer se je izkazalo, da na uspeh regeneracije rastlin pomembno vpliva sorta 
konoplje in uporabljen izseček rastline. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko potrdimo 
hipotezo, ki je predpostavljala, da ima kalus iz različnih genotipov različno možnost za 
organogenezo in adventivno regeneracijo rastlin. Najboljša adventivna regeneracija pa naj 
bi bila iz rastlinskih izsečkov kotiledonov. V poskusu smo tudi ugotovili, kakšna je 
sposobnost regeneracije glede na gojišče. Rezultati so pokazali, da se je največji in najlepši 
kalus oblikoval na gojišču z dodanim citokininom TDZ (0,2 mg/l), kar se sklada s študijo 
Wanga in sod. (2009) in avksinom NAA (0,5 mg/l), pri obeh tipih izsečkov, tako 
kotiledonih kot hipokotilih. Rezultati so pokazali, da je zmožnost nastanka kalusa sortno 
pogojena. Pri sorti Fedora 17 se je zelen in največji kalus iz hipokotilov tvoril na gojišču z 
dodanim 0,4 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA, ter na gojišču z dodanim 0,8 mg/l TDZ in 0,1 
mg/l NAA. Regeneracija kalusa iz kotiledonov iste sorte pa je bila najuspešnejša na gojišču 
z dodanim 0,2 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA ter na gojišču z dodanim 0,4 mg/l TDZ in 0,5 
mg/l NAA. Izsečki hipokotilov sorte Finola so najboljše regenerirali kalus na gojišču z 
dodanima hormonoma v koncentraciji 0,2 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA. Iz kotiledonov pa 
se je najlepši kalus razvil na gojiščih z dodanim 0,2 mg/l TDZ in 0,1 mg/l NAA, na gojišču 
z dodanim 0,2 mg/l TDZ in 0,5 mg/l NAA ter na gojišču z dodanim 0,8 mg/l TDZ in 0,2 
mg/l NAA. Ugotovili smo, da so za nastanek kalusa primerna različna gojišča. Na večini 
naših preizkušenih gojiščih se je kalus zelo intenzivno delil, kljub temu pa smo lahko 
opazili razlike v količini in barvi. V poskusu so se na gojiščih tvorile velike količine 
kalusa, katerega bi se potencialno lahko uporabilo na primer za indukcijo somatske 
embriogeneze, pridobivanja celičnih suspenzij ali za pridobivanje protoplastov.  
 
Iniciacija poganjkov po poti adventivne regeneracije sorte Fedora 17 je bila najuspešnejša 
iz kotiledonov. Največ poganjkov se je regeneriralo iz gojišč z dodanima hormonoma v 
koncentraciji 0,4 mg/l TDZ in 0,1 mg/l NAA. V tem primeru so nastali štirje poganjki, 
katerih preživelost po štirih tednih je bila sto odstotna. Pri sorti Finola pa se je po poti 
adventivne regeneracije regeneriral samo en poganjek, in sicer na gojišču z dodanima 0,2 
mg/l TDZ in 0,2 mg/l NAA. Le-ta je tudi na gojišču brez dodanih hormonov rasel naprej. 
Pri vseh ostalih poganjkih smo opazili, da so po subkultiviranju na osnovno MS gojišče 
zelo slabo uspevali. Uspešnost preživelosti poganjkov po subkultiviranju je bila 64,7 %. Po 
subkultivaciji na sveže MS gojišče so propadle tiste rastline, ki so bile pred 
subkultiviranjem zelo majhne ter močno hiperhidrirane. Lepe, zelene vendar zelo visoke 
rastline so se po subkultiviranju na sveže MS gojišče močno izdolžile in na vrhovih listov 
postale klorotične. Rezultati pridobljeni iz poskusov adventivne regeneracije industrijske 
konoplje so zaenkrat še preslabi za njihovo praktično uporabo v biotehnologiji rastlin, kot 
so na primer genske transformacije rastlin. Dobra adventivna regeneracija je namreč 
predpogoj za uspešno transformacijo rastlin s klasičnimi metodami, kot je npr. uporaba 
bakterije Agrobacterium tumefaciens. 
 
Gurriarán in sod. (1999) so vzpostavili učinkovit protokol za adventivno regeneracijo  
hmelja iz dveh komercialnih kultivarjev Gold in Nugget. Gojišče je bilo sestavljeno iz 
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različnih hormonov, kot so TDZ, BAP in zeatin. Po enem mesecu se je na vseh gojiščih 
tvoril kalus, vendar so bile opazne razlike med posameznimi izsečki. Večja količina kalusa 
se je regenerirala na gojiščih, kjer je bil v osnovno gojišče z BAP ali zeatinom dodan 
hormon IBA.  
 
V poskusu mikropropagacije industrijske konoplje so rezultati pokazali, da je razvoj 
poganjkov sortno pogojena lastnost. Lata in sod. (2016) so opravili študijo, kjer so 
ugotovili, da je najvišje število poganjkov nastalo na MS gojišču z dodanim 0,48 mg/l 
meta-topolinom. Slednje ne moremo potrditi za preučevani sorti Fedora 17 in Finola. Pri 
sorti Fedora 17 se je največje število poganjkov razvilo na gojišču z dodanim TDZ ali na 
osnovnem MS gojišču, medtem ko je bilo število poganjkov, razvitih na gojišču z 0,48 
mg/l meta-topolina, nižje. Na gojišču, kjer se je razvilo največ poganjkov, le ti niso bili 
tudi najdaljši. Najdaljša povprečna dolžina pridobljenih poganjkov je bila na osnovnem 
MS gojišču in je znašala 20,60±6,29 mm. Pri sorti Finola pa se je največ poganjkov razvilo 
na gojišču z dodanim meta-topolinom, najdaljši poganjki so se oblikovali na osnovnem MS 
gojišču brez dodanih hormonov. Pri obeh sortah so rastline, inokulirane na MS osnovno 
gojišče že v prvi fazi, začele tvoriti tudi korenine, medtem ko jih tiste, ki so bile na gojišču 
z dodanim TDZ ali meta-topolinom, niso. Sorta Finola je oblikovala daljše poganjke in 
večje število le teh na vseh treh gojiščih (osnovno MS gojišče, gojišče z dodanim TDZ in 
gojišče z dodanim meta-topolinom) v primerjavi s sorto Fedora 17. Na podlagi dobljenih 
rezultatov lahko hipotezo, ki je trdila, da se bo največje število poganjkov oblikovalo na 
gojišču z dodanim citokininom thidiazuronom (TDZ) potrdimo le za sorto Fedora 17.  
 
Po iniciaciji poganjkov v poskusu mikropropagacije smo spremljali razvoj korenin na treh 
različnih gojiščih. Rezultati so pokazali, da so se korenine razvile le na dveh gojiščih, in 
sicer na osnovnem MS gojišču ter na gojišču z dodanim meta-topolinom. Na gojišču z 
dodanim IBA in aktivnim ogljem se pri nobeni sorti niso razvile korenine. Naši rezultati se 
skladajo z rezultati študije, ki so jo opravili Wang in sod. (2009), ki so pokazali, da se je 
največ korenin induciralo pri rastlinah gojenih na osnovnem MS gojišču z dodanim 0,48 
mg/l meta-topolinom. Pri sorti Finola so se korenine razvile le na osnovnem MS gojišču. 
Pri sorti Fedora 17 pa so se korenine tvorile tako na osnovnem MS gojišču kot tudi na 
gojišču z dodanim meta-topolinom. Povprečna dolžina korenin pri sorti Fedora 17 je bila 
za 15,6 mm daljša kot pri koreninah sorte Finola. Na gojišču z dodanim meta-topolinom so 
se razvile korenine le pri sorti Fedora 17. Na podlagi dobljenih rezultatov zavračamo 
hipotezo, ki je trdila, da bo koreninjenje najuspešnejše na gojišču z dodanim citokininom 
meta-topolinom. Slednje ne moremo trditi niti za sorto Fedora 17 in niti za sorto Finola, pri 
kateri so se korenine razvile le na osnovnem MS gojišču. Smo pa opazili, da so se korenine 
pogosto začele oblikovati na osnovnem MS gojišču že v času tvorbe poganjkov.  
 
Vse rastline, ki so uspešno prestale faze tvorbe poganjkov in na koncu koreninile, smo 
prestavili v aklimatizacijsko rastno komoro. Od skupno sedemnajstih rastlin, so se uspešno 
aklimatizirale le tri rastline. Vse so pripadale sorti Fedora 17 in so bile pred aklimatizacijo 
subkultivirane na osnovno MS gojišče. Ugotovili smo, da je za uspešno aklimatizacijo 
potrebno zagotoviti rastline, ki razvijejo vsaj nekaj korenin že v in vitro pogojih, pri čemer 
sama dolžina korenin nima vpliva na kasnejšo aklimatizacijo.  
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Poskus mikropropagacije smo izvedli še na medicinski konoplji. Za poskus iniciacije 
poganjkov smo uporabili tri gojišča, ravno tako kot v poskusu z industrijsko konopljo. 
Rezultati so pokazali, da se je pri žlahtniteljski liniji MX-CBD- 11 razvilo več poganjkov, 
kateri so bili tudi daljši, kot pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-707. Iz dobljenih rezultatov 
lahko sklepamo, da je uspešnost iniciacije poganjkov sortno pogojena. Pri žlahtniteljski 
liniji MX-CBD-11 se je največje število poganjkov razvilo na gojišču z dodanim meta-
topolinom. Ti poganjki so bili tudi najdaljši. Pri žlahtniteljski liniji MX-BD-707 pa se je 
največ poganjkov razvilo na osnovnem MS gojišču, najdaljši poganjki pa so se oblikovali 
na gojišču z dodanim meta-topolinom. Opazili smo, da je bila žlahtniteljska linija MX-
CBD-11 na osnovnem MS gojišču bolj uspešna kot žlahtniteljska linija MX-CBD-707. 
Poganjki na žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 so bili kratki, zbiti ter hiperhidrirani. 
Poganjki na gojišču z dodanim hormonom TDZ so bili klorotični in hiperhidrirani. 
Poganjki obeh žlahtniteljskih linij, ki so nastali na gojišču z dodanim meta-topolinom, so 
bili temno zeleni in kratki.  
 
Ko smo primerjali rezultate industrijske in medicinske konoplje, smo opazili, da med njima 
prihaja do razlik v iniciaciji poganjkov. Na vseh treh gojiščih (osnovno MS gojišče, gojišče 
z dodanim TDZ in gojišče z dodanim meta-topolinom) je bila iniciacija poganjkov boljša 
na industrijski konoplji, kot pa na medicinski. Do razlik je prišlo tudi pri povprečni dolžini 
poganjkov na nodij. V primerjavi z žlahtniteljskima linijama MX-CBD-11 in MX-CBD-
707 sta tako sorta Fedora 17 kot sorta Finola oblikovali daljše poganjke na vseh treh 
gojiščih.  
 
V poskusu vpliva lege nodijev na uspeh iniciacije kultur smo vse nodije inokulirali na 
osnovno MS gojišče. Na podlagi dobljenih rezultatov smo opazili, da je bila iniciacija 
najslabša iz apikalnih nodijev, saj so bili poganjki zelo kratki, nekateri so zacveteli ter bili 
povprečne dolžine 5 mm. Boljši poganjki so pognali iz drugega in petega nodija, bili so 
tudi daljši. Poganjki iz žlahtniteljske linije MX-CBD-11 so bili klorotični in krajši v 
primerjavi z žlahtniteljsko linijo MX-CBD-707, kjer so bili poganjki v boljšem stanju in 
zeleni. V poskusu so se za najprimernejše in najboljše izkazali poganjki, ki so nastali iz 
tretjega in četrtega nodija. Pri žlahtniteljski liniji MX-BD-11 so se pokazale razlike med 
poganjki glede na lego nodija. Najboljši so bili poganjki iz tretjega in četrtega nodija. Pri 
žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 pa ni bilo velikih razlik med posameznimi nodiji. 
Poganjki žlahtniteljske linije MX-CBD-707 so bili v povprečju daljši (razen prvi-apikalni 
poganjek) in bolj olistani, kot poganjki žlahtniteljske linije MX-CBD-11.  
 
Hand in sod. (2016) so objavili študijo, kjer so merili, kakšen vpliv ima položaj nodija na 
izsečku za uspešno vzgojo aseptične kulture navadne leske (Corylus avellana). Ugotovili 
so, da ima položaj nodija pomembno vlogo pri preživetju v tkivni kulturi. Bakterijske in 
glivične okužbe so se povečevale z razdaljo nodija na poganjku od vrha navzdol. 
Najprimernejši poganjki so bili pridobljeni iz prvih treh nodijev, z izjemo apikalnega 
poganjka. Do pobodnih izsledkov sta prišla tudi Khosh-Khui in Shekafandeh (2008), ki sta 
ugotovila, da so se najdaljši in neokuženi poganjki razvili predvsem iz drugega nodija na 
izsečku rastline guave (Psidium guajava L.).  
 
Za poskus iniciacije kulture na različnih gojiščih smo uporabili le tretje in četrte nodije, saj 
so se v predhodnem poskusu izkazali za najprimernejše. Spremljali smo razvoj poganjkov 
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v različnem časovnem intervalu. Ugotovili smo, da se je po 23-ih dneh največ poganjkov 
razvilo na gojišču z dodanim 0,11 mg/l TDZ. Po 36-ih dneh spremljanja poskusa se je 
največ poganjkov žlahtniteljske linije MX-CBD-11 oblikovalo na gojišču z dodanim 0,44 
mg/l TDZ, pri žlahtniteljski liniji pa na gojišču z dodanim 0,011 mg/l TDZ in prav tako je 
bilo pri slednji žlahtniteljski liniji na istem gojišču (0,011 mg/l TDZ) največ razvitih 
poganjkov na nodij tudi po 52-ih dneh, vendar pa je bila večina njih po 52-ih dneh močno 
klorotičnih.. Pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 se je po 52-ih dneh največ poganjkov na 
nodij oblikovalo na gojišču z dodanim 0,24 mg/l meta-topolina. Število poganjkov se je s 
časom povečevalo, stanje nodijev in poganjkov pa se je slabšalo. Izjema so bili le poganjki 
na osnovnem MS gojišču in na gojišču z dodanim 0,1 g/l mio-inozitola, 0,1 mg/l tiamina, 
0,5 mg/l piridoksina, 0,5 mg/l nikotinske kisline in 1 mg/l BAP, pri katerih so poganjki 
ostali zeleni tudi po preteku 52 dni.  
 
Opazili smo, da se največkrat iz enega nodija razvije samo en poganjek. Uspešnost 
poskusa izdolževanja poganjkov bi lahko močno pripomogla in olajšala in vitro 
razmnoževanje konoplje, saj bi na način razreza poganjka na posamezne nodije omogočila 
hitro namnožitev rastlinskega materiala v in vitro kulturi. Vendar so naši rezultati pokazali, 
da je bila večina nastalih poganjkov, tudi po 52-ih dneh kulture, prekratkih za nadaljnje 
subkultiviranje.  
 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je najbližji sorodnik konoplje, na katerem se delajo 
biotehnološke raziskave (Farago in sod., 2009). Za razliko od naših rezultatov na navadni 
konoplji, je razrez poganjkov na posamezne nodije pogosto uporabljena metoda za 
mikropropagacijo hmelja (Roy in sod., 2001), ki spada v isto družino kot konoplja. Študije 
(Šuštar - Vozlič in sod., 1999) so pokazale, da je bila mikropropagacija hmelja zelo 
uspešna na osnovnem MS gojišču brez vitaminov, z dodanim 0,1 g/l mio-inozitola, 0,1 
mg/l tiamina, 0,5 mg/l piridoksina, 0,5 mg/l nikotinske kisline in 1 mg/l BAP. Slednje 
lahko potrdimo tudi za navadno konopljo. Rezultati so pokazali, da so poganjki ostali tudi 
po 52-ih dneh lepi in zelene barve. Iz slednjega gojišča nam je tudi uspelo aklimatizirati 
rastlino medicinske konoplje.  
 
V poskusu preučevanja števila in dolžine poganjkov na desetih gojiščih so rezultati 
pokazali, da se je pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 v povprečju največ poganjkov na 
nodij (1,40±0,27) razvilo na MS gojišču z dodanima 2,5 mg/l BAP in 0,1 mg/l IAA (KON 
34). Pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 pa se je največ poganjkov na nodij (1,40±0,16) 
razvilo na MS gojišču z dodanim 2,5 mg/l BAP, 0,1 mg/l IAA in 230 µM Fe-EDDHA 
(KON 37). Razraščanje in izdolževanje je bilo pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 
najuspešnejše na MS gojišču z dodanim 1,0 mg/l BAP in 0,1 mg/l IAA (KON 33). Pri 
žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 se je največ nodijev na poganjek razvilo na MS gojišču z 
dodanim 0,1 mg/l IAA (KON 32).  
 
Uspešno nam je uspelo aklimatizirati tudi rastline medicinske konoplje. Ker smo med 
potekom aklimatizacije industrijske konoplje ugotoviti, da preživijo le rastline, ki že v in 
vitro razmerah tvorijo korenine, smo v tem poskusu v aklimatizacijske komore presadili le 
mikropropagirane rastline, ki so že tvorile korenine. Uspešno smo aklimatizirali devet 
rastlin od skupno trinajstih mikropropagiranih rastlin presajenih v substrat. Od tega so bile 
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štiri rastline konoplje vzgojene iz žlahtniteljske linije MX-CBD-11, pet aklimatiziranih 
rastlin pa je bilo pridobljenih iz žlahtniteljske linije MX-CBD-707.  
 
Z ISSR markerji smo želeli preveriti, ali so med in vitro vzgojenimi poganjki in kalusi 
prisotne genetske razlike kot posledica pojava somaklonske variabilnosti. Rezultati so 
pokazali, da se vseh osem uporabljenih ISSR markerjev, ki smo jih izbrali na podlagi 
literature (Lata in sod., 2016), uspešno pomnožuje na več in na različnih mestih, kar je 
pomembno in uporabno za odkrivanje pojava mutacij med potekom regeneracije rastlin. 
Ugotovili smo, da so se ISSR markerji izkazali za polimorfne, saj so se pokazale genetske 
razlike med vzorci. Z začetnim oligonukleotidom UBC_826 smo razlike med vzorci sicer 
zaznali, vendar smo zaznali genetske razlike tudi med sejanci sorte Fedora 17, ki so rasli v 
rastlinjaku. Čeprav z našimi rezultati nismo mogli potrditi ali zavrniti možnost pojava 
somaklonske variabilnosti med matično rastlino in regenerirano rastlino, so naši rezultati 
pokazali genetske razlike med različnimi vzorci. Na podlagi teh rezultatov smo dokazali 
koristnost ISSR markerjev za genetsko analizo konoplje.   
 
5.2 SKLEPI 
- Ob ustreznem načinu sterilizacije je in vitro kalitev semen konoplje sortno pogojena.  
- Slabost površinske sterilizacije semen je ostanek prisotnih enterobakterij, ki se 
razvijejo ob njihovi kalitvi.  
- Razkuževanje s 70 % etanolom je neprimerno, saj močno zmanjša kalitveni potencial 
semen.  
- Za optimalno sterilizacijo semen je primerna uporaba 1,66 % raztopine DICA. 
- Kalus iz različnih genotipov konoplje ima različno zmožnost za organogenezo in 
adventivno regeneracijo rastlin.  
- Najboljša adventivna regeneracija sort Fedora 17 in Finola je iz izsečkov kotiledonov.  
- Kalus iz kotiledonov se razvija počasneje, a je zelen in intenzivno raste. Kalus iz 
izsečkov hipokotilov se razvija hitreje, vendar se je v naših poskusih močneje 
okuževal.  
- Zmožnost regeneracije v tkivni kulturi je pri konoplji sortno pogojena.  
- Inducirani poganjki konoplje, inokulirani na MS gojišče že v fazi tvorbe poganjkov, 
hkrati razvijajo tudi korenine. 
- Na gojišču z dodanim hormonom IBA in aktivnim ogljem ni prišlo do tvorbe korenin. 
- Za uspešno aklimatizacijo mikropropagiranih rastlin konoplje so potrebne razvite in 
vitro korenine. 
- Apikalni poganjki so najmanj primerni za iniciacijo kulture poganjkov. 
- Najboljši nodiji za iniciacijo kulture poganjkov izvirajo iz tretjega in četrtega nodija.  
- Preizkušeni ISSR markerji so se izkazali za primerne za ugotavljanje genetskih razlik 
med različnimi genotipi konoplje.  
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6 POVZETEK 
V magistrskem delu smo v in vitro razmerah adventivno regenerirali in mikropropagirali 
navadno konopljo (Cannabis sativa L.).  
 
Adventivna regeneracija je tehnika, kjer se iz ne-meristematskega tkiva regenerira nova 
rastlina. Regeneracija iz rastlinskih tkiv in vitro je v veliki meri odvisna od samega tipa 
izsečka, starosti in stanja izsečka ter fizikalnih pogojev mikrookolja. V poskusu smo 
uporabili rastlinske izsečke kotiledonov in hipokotilov. Rezultati so pokazali, da je bila 
adventivna regeneracija rastlin sortno pogojena in najuspešnejša iz rastlinskih izsečkov 
kotiledonov.  
 
Mikropropagacija je tehnika hitrega klonskega razmnoževanja v in vitro razmerah, ki 
omogoča visoko frekvenco razmnoževanja rastlin. Je temeljna tehnika tkivnih kultur in 
osnovna metoda številnih preostalih tehnik, katerih cilj je ohranjanje in razmnoževanje 
rastlin. Za iniciacijo stranskih poganjkov ter za koreninjenje rastlin smo uporabili nekatera 
že poznana gojišča ter preizkusili nova gojišča. Rezultati so pokazali, da se je največ 
stranjskih poganjkov tvorilo na MS gojišču z dodanim hormonom TDZ, pri čemer so se za 
najboljšo iniciacijo kulture poganjkov izkazali tretji in četrti nodiji na rastlini, apikalni 
poganjki pa so bili najmanj primerni. Koreninjenje je bilo najuspešnejše na gojišču z 
dodanim citokininom meta-topolinom.  
 
V poskusu nam je uspelo vzpostaviti protokol za sterilizacijo semen, poleg tega smo 
vzpostavili in vitro kulturo poganjkov in uspešno regenerirali rastline konoplje iz različnih 
rastlinskih izsečkov, tako kotiledonov kot hipokotilov. Z mikropropagacijo smo pridobili 
regenerante industrijske in medicinske konoplje, kateri so uspešno preživeli fazo 
aklimatizacije. Vsi preizkušeni ISSR markerji, so se uspešno pomnoževali na več in na 
različnih mestih. Pokazali so se kot uporabne za genetsko razlikovanje med različnimi 
genotipi navadne konoplje ter za ugotavljanje pojava somaklonske variabilnosti.  
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PRILOGA A 
Število kalečih in okuženih semen sort Finola in KC Dora tri in šest dni po inokulaciji. 
Sorta Sterilizacija Št. 
inokuliranih 
semen 
Št. 
kalivih 
semen  
po 3 dneh 
(% ) 
Št. 
nekalivih 
semen  
po 3 dneh 
(%) 
Št. okuženih 
kalivih semen 
po 3 dneh 
Št. 
okuženih 
nekalivih 
semen  
po 3 dneh 
Št. 
okuženih 
semen  
po 3 dneh  
(%) 
Št. 
kalivih 
semen  
po 6 dneh  
(% ) 
Št. 
nekalivih 
semen  
po 6 dneh  
(%) 
Št. 
okuženih 
kalivih 
semen  
po 6 dneh 
Št. 
okuženih 
nekalivih 
semen  
po 6 dneh 
Št. 
okuženih 
semen  
po 6 dneh  
(%) 
Finola DICA 20 min 40 17 (42,5) 23 (57,5) 0 0 0 (0) 25 (62,5) 15 (37,5) 0 0 0 (0) 
Finola DICA 30 min 40 31 (77,5) 9 (22,5) 0 0 0 (0) 31 (77,5) 9 (22,5) 0 0 0 (0) 
Finola 
H2O 15 min + 
DICA 20 min 
40 21 (52,5) 19 (47,5) 0 0 0 (0) 29 (75,5) 11 (27,5) 0 0 0 (0) 
Finola 
etanol 5 sec + 
DICA 20 min 
40 0 (0) 40 (100) 0 0 0 (0) 6 (15) 34 (85) 0 0 0 (0) 
Finola 
etanol 30 sec + 
DICA 20 min 
40 0 (0) 40 (100) 0 0 0 (0) 2 (5) 38 (95) 0 0 0 (0) 
Finola 
etanol 2 min + 
DICA 20 min 
40 1 (2,5) 39 (97,5) 0 0 0 (0) 4 (10) 36 (90) 0 0 0 (0) 
KC Dora DICA 20 min 40 18 (45) 22 (55) 0 9 9 (22,5) 18 (45) 22 (55) 2 22 24 (60) 
KC Dora DICA 30 min 40 15 (37,5) 25 (62,5) 0 23 23 (57,5) 15 (37,5) 25 (62,5) 6 25 31 (77,5) 
KC Dora 
H2O 15 min + 
DICA 20 min 
40 11 (27,5) 29 (40) 0 19 19 (47,5) 11 (27,5) 29 (72,5) 8 23 31 (77,5) 
KC Dora 
etanol 5 sec + 
DICA 20 min 
40 0 (0) 40 (100) 0 20 20 (50) 2 (5) 38 (95) 0 29 29 (72,5) 
KC Dora 
etanol 30 sec + 
DICA 20 min 
40 0 (0) 40 (100) 0 10 10 (25) 0 (0) 40 (100) 0 18 18 (45) 
KC Dora 
etanol 2 min + 
DICA 20 min 
40 0 (0) 40 (100) 0 4 4 (10) 2 (5) 38 (95) 0 12 12 (30) 
 
  
 1 
Mestinšek Mubi Š. Tkivne kulture navadne konoplje … adventivna regeneracija in mikropropagacija.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018   
 
 
PRILOGA B 
Število kalečih in okuženih semen sort Fedora 17 in Monoica tri in šest dni po inokulaciji. 
Sorta Sterilizacija Št. 
inokuliranih 
semen 
Št. 
kalivih 
semen  
po 3 dneh  
(% ) 
Št. 
nekalivih 
semen  
po 3 dneh  
(%) 
Št. 
okuženih 
kalivih 
semen  
po 3 dneh  
Št. 
okuženih 
nekalivih 
semen  
po 3 dneh  
Št. 
okuženih 
semen  
po 3 dneh  
(%) 
Št. 
kalivih 
semen  
po 6 dneh  
(% ) 
Št. 
nekalivih 
semen  
po 6 dneh  
(%) 
Št. 
okuženih 
kalivih 
semen  
po 6 dneh  
Št. 
okuženih 
nekalivih 
semen 
po 6 dneh  
Št. 
okuženih 
semen  
po 6 dneh  
(%) 
Fedora 17 DICA 20 min 40 27 (67,5) 13 (32,5) 0 0 0 (0) 30 (75) 10 (25) 0 8 8 (20) 
Fedora 17 
H2O 15 min + 
DICA 20 min 40 30 (75) 10 (25) 0 0 0 (0) 30 (75) 10 (25) 0 0 0 (0) 
Fedora 17 
etanol 2 min + 
DICA 20 min 40 2 (5) 38 (95) 0 0 0 (0) 5 (12.5) 35 (87,5) 0 0 0 (0) 
Monoica DICA 30 min 40 3 (7,5) 37 (92,5) 0 4 4 (10) 7 (17,5) 33 (82,5) 0 7 7 (17,5) 
Monoica 
etanol 5 sec + 
DICA 20 min 40 0 (0) 40 (100) 0 0 0 (0) 1 (2,5) 40 (100) 0 10 10 (25) 
Monoica 
etanol 30 sec + 
DICA 20 min 40 0 (0) 40 (100) 0 4 4 (10) 7 (17,5) 33 (82,5) 7 0 7 (17,5) 
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PRILOGA C 
Povprečno število poganjkov na nodij nastalih na štirinajstih različnih gojiščih v časovnih intervalih. 
 
Dan 
(datum) 
0. dan 
(13.11.2017) 
23. dan  
(5.12.2017) 
36. dan  
(18.12.2017) 
52. dan  
(3.1.2018) 
Žlahtniteljska 
linija 
Gojišče Število 
inokuliranih 
nodijev 
Število 
neokuženih 
nodijev (%) 
Število 
nastalih 
poganjkov 
Povp. št. 
poganjkov 
/ nodij 
Število 
neokuženih 
nodijev (%) 
Število 
nastalih 
poganjkov 
Povp. št. 
poganjkov 
/ nodij 
Število 
neokuženih 
nodijev (%) 
Število 
nastalih 
poganjkov 
Povp. št. 
poganjkov 
/ nodij 
MX-CBD-11 KON 0 11 11 (100 %) 12 1,09±0,16 11 (100 %) 17 1,55±0,25 11 (100 %) 22 2,00±0,45 
KON 14 11 11 (100 %) 12 1,09±0,16 11 (100 %) 18 1,64±0,28 11 (100 %) 23 2,09±025 
KON 15 12 12 (100 %) 16 1,33±0,14 12 (100 %) 17 1,42±0,15 12 (100 %) 24 2,00±0,25 
KON 16 11 9 (81,8 %) 12 1,33±0,17 9 (81,8 %) 14 1,56±0,18 9 (81,8 %) 18 2,00±0,24 
KON 17 11 11 (100 %) 14 1,27±0,19 11 (100 %) 22 2,00±0,23 11 (100 %) 29 2,64±0,24 
KON 18 11 11 (100 %) 16 1,07±0,07 11 (100 %) 31 2,07±0,25 11 (100 %) 40 2,67±0,30 
KON 19 11 11 (100 %) 14 1,27±0,19 11 (100 %) 14 1,27±0,14 11 (100 %) 17 1,55±0,16 
KON 20 12 9 (75 %) 10 1,11±0,11 9 (75 %) 11 1,22±0,15 9 (75 %) 11 1,22±0,15 
KON 21 11 11 (100 %) 13 1,18±0,12 11 (100 %) 17 1,55±0,21 11 (100 %) 20 1,82±0,18 
KON 22 12 11 (91,7 %) 13 1,18±0,12 11 (91,7 %) 17 1,55±0,16 11 (91,7 %) 22 2,00±0,23 
KON 23 11 6 (54,5 %) 6 1,00±0,00 6 (54,5 %) 12 2,00±0,37 6 (54,5 %) 18 3,00±0,26 
KON 24 11 11 (100 %) 11 1,00±0,00 11 (100 %) 15 1,36±0,15 11 (100 %) 18 1,64±0,15 
KON 25 11 11 (100 %) 13 1,08±0,08 11 (100 %) 22 1,83±0,21 11 (100 %) 29 2,42±0,26 
KON 26 12 10 (83,3 %) 10 1,00±0,00 8 (66,7 %) 11 1,38±0,18 8 (66,7 %) 13 1,63±0,26 
MX-CBD-707 KON 0 10 9 (90 %) 9 1,00±0,00 9 (90 %) 14 1,56±0,18 9 (90 %) 18 2,00±0,29 
 KON 14 10 10 (100 %) 12 1,20±0,13 10 (100 %) 14 1,40±0,16 10 (100 %) 15 1,50±0,17 
 KON 15 9 7 (77,8 %) 9 1,29±0,29 7 (77,8 %) 15 2,14±0,14 7 (77,8 %) 17 2,43±0,20 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje priloge: Povprečno število poganjkov na nodij nastalih na štirinajstih različnih gojiščih v časovnih intervalih.  
 
Dan 
(datum) 
0. dan 
(13.11.2017) 
23. dan  
(5.12.2017) 
36. dan  
(18.12.2017) 
52. dan  
(3.1.2018) 
Žlahtniteljska 
linija 
Gojišče Število 
inokuliranih 
nodijev 
Število 
neokuženih 
nodijev (%) 
Število 
nastalih 
poganjkov 
Povp. št. 
poganjkov 
/ nodij 
Število 
neokuženih 
nodijev (%) 
Število 
nastalih 
poganjkov 
Povp. št. 
poganjkov 
/ nodij 
Število 
neokuženih 
nodijev (%) 
Število 
nastalih 
poganjkov 
Povp. št. 
poganjkov 
/ nodij 
MX-CBD-707 KON 16 10 9 (90 %) 12 1,33±0,17 9 (90 %) 14 1,56±0,18 9 (90 %) 17 1,89±0,11 
KON 17 10 10 (100 %) 11 1,10±0,10 10 (100 %) 18 1,80±0,20 10 (100 %) 21 2,10±0,31 
 KON 18 10 6 (60 %) 7 1,17±0,17 6 (60 %) 10 1,67±0,21 6 (60 %) 12 2,00±0,37 
 KON 19 10 10 (100 %) 12 1,20±0,13 10 (100 %) 14 1,40±0,16 10 (100 %) 15 1,50±0,17 
 KON 20 10 10 (100 %) 11 1,10±0,10 10 (100 %) 15 1,50±0,17 10 (100 %) 17 1,70±0,15 
 KON 21 10 8 (80 %) 9 1,13±0,13 8 (80 %) 16 2,00±0,19 8 (80 %) 18 2,25±0,25 
 KON 22 9 8 (88,9 %) 10 1,25±0,16 8 (88,9 %) 13 1,63±0,18 8 (88,9 %) 15 1,88±0,30 
 KON 23 11 11 (100 %) 12 1,09±0,09 11 (100 %) 16 1,45±0,18 11 (100 %) 20 1,82±0,23 
 KON 24 10 8 (80 %) 10 1,25±0,16 7 (70 %) 12 1,71±0,29 7 (70 %) 13 1,86±0,26 
 KON 25 9 8 (88,9 %) 9 1,13±0,13 8 (88,9 %) 12 1,50±0,19 8 (88,9 %) 14 1,75±0,25 
 KON 26 9 8 (88,9 %) 7 0,88±0,13 8 (88,9 %) 10 1,25±0,16 8 (88,9 %) 13 1,63±0,26 
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PRILOGA D 
Povprečno število in povprečna dolžina poganjkov na nodij ter povprečno število nodijev na poganjek na različnih gojiščih. 
Gojišče Žlahtniteljska linija Št. inokuliranih 
nodijev 
Št. nastalih poganjkov 
(število poganjkov  
> 5 mm) 
Povp. št. poganjkov na 
nodij ± SN  
po 30 dneh 
Povp. dolžina poganjkov na 
nodij (mm) ± SN  
po 30 dneh 
Povp. št. nodijev na 
poganjek ± SN  
po 60 dneh 
KON 0 MX-CBD-11 10 10 (3) 1,00±0,15 4,20±0,77 1,50±0,27 
MX-CBD-707 10 10 (2) 1,00±0 3,90±0,75 1,90±0,23 
KON 28 MX-CBD-11 10 11 (8) 1,10±0,1 8,20±1,27 2,20±0,29 
MX-CBD-707 10 10 (7) 1,00±0,15 6,20±1,22 1,80±0,39 
KON 29 MX-CBD-11 10 10 (7) 1,00±0,15 11,00±2,13 2,90±0,6 
MX-CBD-707 10 13 (3) 1,30±0,21 4,00±0,5 1,50±0,22 
KON 30 MX-CBD-11 10 13 (5) 1,30±0,15 4,10±0,77 2,10±0,31 
MX-CBD-707 10 13 (2) 1,30±0,21 3,90±0,48 1,40±0,27 
KON 32 MX-CBD-11 10 11 (8) 1,10±0,1 7,60±1,48 3,00±0,42 
MX-CBD-707 10 11 (4) 1,10±0,1 5,20±0,83 2,70±0,3 
KON 33 MX-CBD-11 10 9 (9) 0,90±0,1 38,90±3,98 4,00±0,54 
MX-CBD-707 10 8 (3) 0,80±0,2 3,90±0,46 1,30±0,33 
KON 34 MX-CBD-11 10 14 (8) 1,40±0,27 8,90±1,93 2,30±0,37 
MX-CBD-707 10 11 (3) 1,10±0,28 3,90±0,4 1,70±0,4 
KON 35 MX-CBD-11 10 10 (5) 1,00±0,21 6,50±1,66 2,20±0,42 
MX-CBD-707 10 12 (3) 1,20±0,2 3,80±0,89 1,40±0,22 
KON 37 MX-CBD-11 10 6 (3) 0,60±0,16 9,30±3,61 1,70±0,65 
MX-CBD-707 10 14 (2) 1,40±0,16 3,30±0,37 1,50±0,22 
KON 38 MX-CBD-11 10 13 (9) 1,30±0,21 9,10±1,37 2,50±0,22 
MX-CBD-707 10 13 (5) 1,30±0,37 5,60±1,0 1,30±0,4 
 
